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RESUMEN 
En la actualidad el Perú es considerado un potencial minero de cobre, zinc, hierro, estaño, 
plata, oro entre otros. Lo cual tiene un impacto positivo en la economía nacional, mejorando 
los índices macroeconómicos en las últimas décadas. Sin embargo, dichas actividades 
mineras generan problemas en zonas Altoandinas, donde se realiza estás actividades 
mineras. La problemática abarca desde el ámbito social y ambiental, con impactos negativos 
en los ecosistemas terrestres y acuáticos, afectando la calidad del agua, transformando 
lagunas en depósitos de relaves mineros, alterando la cadena trófica que rodean las lagunas 
contaminadas y capa freática.  Los monitoreos fueron realizados en las lagunas 
Huacracocha, Santa Catalina, lago Junín, relaveras Yanamate y Quiulacocha. Se aislaron 
11 cepas de levaduras, identificadas molecularmente mediante marcadores de la región LSU 
D1/D2 de la subunidad mayor ribosomal 28S. Las cepas identificadas fueron Rhodotorula 
mucilaginosa, Rhodotorula toluroides, Meyerozyma guillermondii y Pichia fermentans. Se 
seleccionó la levadura que presento la mejor resistencia según CMI para cobre y cadmio, se 
realizó la cinética de crecimiento, se encontró la fase logarítmica alrededor de las 78 horas. 
Así mismo se determinó la concentración letal media (CL50) con estos metales. Se 
diseñaron cebadores para determinar la presencia de los genes CUP1, ATM1, ACE2, ACT, 
GPH1, ENA1, CYS4 con la finalidad de determinar la presencia de estos marcadores 
moleculares en nuestras levaduras aisladas, y determinar la predominancia en los diferentes 
taxones aislados de cuerpos de agua Altoandinos en la sierra central del Perú. Se concluyó 
que los genes CUP1, ACE2, GPH1, ACT están presentes en las levaduras de la zona, y los 
cebadores diseñados podrían ser utilizados para la búsqueda de potenciales marcadores 
moleculares de expresión diferencial frente a estos metales pesados.  
 
Palabras clave: Levadura, relaves mineros, cebadores, marcadores moleculares. 
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SUMMARY 
At present Peru is considered a potential mine of copper, zinc, iron, tin, silver, gold among 
others. This has a positive impact on the national economy, improving macroeconomic 
indices in recent decades. However, these mining activities generate problems in the Andean 
highlands, where these mining activities are carried out. The problem covers from the social 
and environmental scope, with negative impacts on the terrestrial and aquatic ecosystems, 
affecting water quality, transforming lagoons into deposits of mine tailings, altering the trophic 
chain that surrounds the polluted lagoons and water table. The monitoring was carried out in 
the lagoons Huacracocha, Santa Catalina, Lake Junín, Yanamate and Quiulacocha tailings. 
We isolated 11 yeast strains, molecularly identified by markers of the LSU D1 / D2 region of 
the 28S ribosomal major subunit. The strains identified were Rhodotorula mucilaginosa, 
Rhodotorula toluroides, Meyerozyma guillermondii and Pichia fermentans. The yeast that 
showed the best resistance according to CMI for copper and cadmium was selected, the 
growth kinetics were performed, the logarithmic phase was found around 78 hours. Likewise, 
the mean lethal concentration (LC50) was determined with these metals. Primers were 
designed to determine the presence of the genes CUP1, ATM1, ACE2, ACT, GPH1, ENA1, 
CYS4 in order to determine the presence of these molecular markers in our isolated yeasts, 
and to determine the predominance in the different taxa isolated from bodies. of Altoandinos 
water in the central highlands of Peru. It was concluded that the genes CUP1, ACE2, GPH1, 
ACT are present in the yeasts of the zone, and the designed primers could be used for the 
search of potential molecular markers of differential expression against these heavy metals. 
 
 
Key words: Yeast, drainage water, gen, marker 
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1. INTRODUCCIÓN  
La actividad minera en el Perú se ha realizado desde épocas preincaicas hasta la actualidad, 
en las últimas décadas han mejorado los precios de los metales preciosos a nivel mundial, 
en dicha coyuntura nuestro país exportador de esta materia prima está aún inmerso en un 
auge económico minero. Asimismo la actividad minera representa el 10% del producto bruto 
interno (PBI) (MEM, 2013). Estas actividades mineras generan impactos negativos en el 
ambiente, a través del tiempo se han generado gran cantidad de Pasivos Ambientales 
Mineros (PAMs), que se ubican a lo largo de todo el territorio peruano sobre todo en zonas 
Andinas y Altoandinas. Constituyen un serio riesgo para la salud y son causa de conflictos 
socio ambientales en las comunidades, se sabe que alrededor del 60% de conflictos sociales 
están relacionados con el agua (Glave, 2007).  
La inadecuada disposición de relaves líquidos y sólidos, así como los métodos inapropiados 
para la disposición de efluentes peligrosos y materiales contaminantes, han causado 
impactos negativos por las filtraciones de los drenajes ácidos en cuerpos acuíferos y 
quebradas (OEFA, 2015), así mismos efectos negativos en comunidades y ecosistemas. 
Algunas actividades mineras desarrolladas en la sierra central han contaminado cuerpos de 
agua que drenan al río Rímac, contaminando con metales pesados las fuentes de agua 
potable, que abastecen la región de Lima Metropolitana donde habitan más de 9 millones de 
personas (Banco Mundial, 2005).  
La Agencia de Protección Medioambiental (EPA) de los Estados Unidos de América del 
Norte, sitúa a los metales pesados entre los contaminantes más peligrosos para la salud. 
Por ejemplo, el cadmio está considerado como un carcinógeno de categoría 1 (Hill, 2004). 
Las empresas mineras ubicadas en cabecera de cuenca afectan a las lagunas depositando 
relaves mineros, donde nacen los ríos. Se ha registrado para el rio Rímac, contaminación de 
diversos metales pesados como cobre (Cu), plomo (Pb), cadmio (Cd), arsénico (As) 
(Sedapal, 2004; Digesa, 2004).  
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La exposición a altas concentraciones de metales pesados puede ocasionar la 
sobreproducción de especies reactivas de oxígeno en los organismos, induciendo la síntesis 
de enzimas antioxidantes como la catalasa y superóxido dismutasa. En consecuencia, 
aumenta la expresión de proteínas por el aumento de metales (Aránguiz et. al., 2009).  
En el presente estudio, se procesaron diversas muestras provenientes de relaves mineros 
con altas concentración de metales con el objetivo de aislar levaduras en condiciones 
extremofilas. Las proteínas como las metalotioneínas (MTs), se inducen por una gran 
variedad de estímulos o en condiciones de estrés químico, como los metales pesados, 
agentes oxidantes, entre otras sustancias, estas actúan como señales de estrés celular (Kägi 
1993; Haq, et al., 2003). Una vez dentro de la célula el metal pesado, puede unirse a un 
ligando al azufre del glutation (GSH) o fitoquelatinas (PCs) y ácidos orgánicos como el citrato 
(Clemens, 2006). Para ello la expresión de las MTs está regulada principalmente a nivel 
transcripcional, debido a la existencia de elementos de respuesta en la región promotora de 
los genes que las codifican, en los cuales se pueden unir distintos factores de transcripción 
que están implicados en la expresión basal y en la activación de la transcripción (Andrews, 
2000).  
Las ATPasas participan en la transferencia de algunos metales, relacionados con un grupo 
de genes, que codifican factores de regulación como: cadA (cadmio), arsB (arsénico), merA 
(mercurio), cusA (cobre), chrA (cromo), entre otros. Gross, et al., 2000, utilizaron a 
Saccharomyces cerevisiae, como modelo de expresión de genes, demostró que los iones 
cobre regulan la expresión génica a través de dos activadores transcripcionales: Ace1 y 
Mac1. En presencia de altas concentraciones de cobre se induce la expresión del gen Ace1. 
A diferencia del Mac1, que activa un subconjunto de genes en deficiencia de cobre. La 
búsqueda de marcadores moleculares en microorganismos aislados de cuerpos de agua 
contaminadas con metales pesados, en cabecera de cuenca de regiones Altoandinas, nos 
permitirá evaluar y determinar la presencia de marcadores moleculares en estos 
microorganismos aislados. 
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2. MARCO TEÓRICO 
 
2.1 Metal pesado 
Actualmente, la contaminación por metales pesados es un problema ambiental importante 
porque los iones metálicos persisten en el medio ambiente debido a su naturaleza 
recalcitrante. La tendencia a la toxicidad y bioacumulación de los metales pesados son una 
grave amenaza para la salud de los organismos vivos dentro de la cadena trófica. Este 
proceso se le conoce como biomagnificación. En contraste con los contaminantes orgánicos, 
los metales pesados no pueden descomponerse por procesos químicos o biológicos. Por lo 
tanto, ellos sólo pueden transformarse en especies menos tóxicas (Mani y Kumar, 2014).  
 
2.2 Biomarcadores  
La mayoría de los metales pesados son tóxicos en bajas concentraciones y son capaces de 
ingresar a la cadena trófica, donde se acumulan y causan daño a los organismos (tabla 1), 
los metales tienen el potencial de exhibir efectos nocivos en altas concentraciones, y la 
toxicidad de cada metal depende de la cantidad disponible para los organismos, la dosis 
absorbida, la ruta y la duración de la exposición.  
Se define como la medida de fluidos corporales, moléculas, células, tejidos o individuos que 
indican en términos bioquímicos y/o celulares la presencia/ausencia de contaminantes. 
Además, permite cuantificar la respuesta del individuo frente al estrés que el ambiente 
presenta. Aquellos organismos que son evaluados presentan niveles de toxicidad como 
respuesta biológica causada por el contaminante (Livingstone, 1993).  
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2.3 Biosensores 
En microorganismos acidófilos, la resistencia producida a metales pesados es 
considerado como el rasgo fenotípico más adecuado para la selección de genes 
indicadores de contaminación por metales pesados y ser utilizado como biosensor 
(Banerjee, 2004). 
En términos generales, "biosensor" se refiere a cualquier sistema que detecta la presencia 
de un sustrato mediante el uso de un componente biológico (Livingstone, 1993). Este, 
proporciona una señal que se puede cuantificar.  
Por ejemplo, los biosensores a nivel molecular como la prueba ELISA. En el cual se utiliza 
anticuerpos para la unión a una macromolécula específica que puede estar conjugada,  a 
una enzima, liberando productos, cuando reacciona con un sustrato, el conjugado se 
comporta como un biosensor dentro de un sistema de reacciones antígeno-anticuerpo.  
 
2.4 Marcador molecular 
Los marcadores moleculares se han utilizado como herramientas para responder 
preguntas que van desde la diversidad de las especies, la historia evolutiva de las 
poblaciones, los polimorfismos genéticos dentro de una misma especie, patrones de 
expresión genética cual puede variar entre poblaciones estrechamente relacionadas y 
muchos otros aspectos de las respuestas del organismo al entorno que lo rodea (estrés 
oxidativo, ausencia de nutrientes, altas temperaturas, entre otras).  Sin embargo, las 
definiciones no alcanzan en el ámbito ambiental; es necesario más estudios a nivel de 
respuesta del individuo y/o poblaciones con su entorno. Las definiciones más cercanas a 
un marcador molecular desde el punto de vista de respuesta al ambiente se presentan de 
la siguiente manera: 
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Por ejemplo, en uno de los primeros estudios ecológicos moleculares, O'Brien y sus 
colegas (1983) encontraron que la diversidad genética entre guepardos en Sudáfrica era 
extremadamente baja. Para comprobar sus resultados, O'Brien et al., (1985) trasplantaron 
injertos de piel entre diferentes guepardos y encontraron que los guepardos eran 
genéticamente similares, sus sistemas inmunes no rechazaban los injertos de tejido. Este 
y otros estudios iniciales desencadenaron el debate, que continúa hoy, sobre la 
importancia de la diversidad genética para la persistencia de una población y cómo la 
diversidad genética está relacionada con el cambio ambiental. Si cada organismo en una 
población tiene la misma composición genética, es probable que responda de la misma 
manera a cualquier cambio ambiental. Si este cambio ambiental dificulta la capacidad de 
supervivencia o reproducción de un organismo, es probable que todos los individuos 
genéticamente similares de la población se vean afectados de la misma manera, lo que 
aumenta las posibilidades de extinción (O'Brien et al., 1988).  
 
Desde el punto de vista de la ingeniería genética-biotecnología ambiental, para la 
selección de un marcador molecular. Se selecciona aquella cepa que es afectada por el 
marcador. Es importante que las características conferidas por un marcador molecular no 
sean exhibidas por la población indígena en el sistema que se estudia. Para que un 
marcador molecular sea aplicable, debe ser simple de detectar, altamente sensible y 
rentable. El producto del marcador debe mostrar una interferencia mínima con el sistema 
ambiental y con los procesos fisiológicos dentro de la célula. La expresión del gen 
marcador no debe colocar una carga metabólica en la bacteria huésped; los marcadores 
se han diseñado con promotores inducibles para reducir la carga metabólica (Winstanley 
et al., 1991).   
Desde un punto de vista de respuesta al ambiente, son aquellos cambios biológicos que 
pueden ocurrir en respuesta a contaminantes y a factores naturales (temperatura, 
9 
salinidad, etc.). Sin embargo, la esencia de los biomarcadores moleculares, es su 
especificidad frente a una determinada respuesta. Por, ejemplo, en el caso de las 
metalotioneínas (MT) en Saccharomyces cerevisiae, responde de forma específica a altos 
niveles de Cobre. El ingreso del ion cobre al citosol es mediado por proteínas 
transportadoras que pertenecen a la superfamilia ABC. En presencia del ion cobre, se 
activan factores de transcripción, como el Ace2. Estos factores de transcripción activan 
al gen Cup1 que codifica las metalotioneínas en presencia del ion de cobre. Estas 
metalotioneínas atrapan los iones de cobre. Asimismo, responden a la unión del glutatión 
con un agente oxidante. La unión ocurre a nivel intracelular, para luego transportarlas a 
una vacuola, donde se inactiva al agente oxidante. 
Por lo tanto, los marcadores moleculares pueden diagnosticar con precisión la presencia 
o ausencia de algún contaminante en organismos expuestos (Moore y Simpson, 1992). 
Estos diagnósticos de condiciones de exposición, nos da una mayor comprensión de las 
respuestas moleculares y vincularlas a eventos biológicos perjudiciales de orden superior.  
 
2.5 Transportadores ABC  
Los transportadores ABC son una gran familia de proteínas involucradas en el transporte 
de una amplia variedad de diferentes compuestos, como azúcares, iones, péptidos y 
moléculas orgánicas más complejas. El dominio de unión a nucleótidos muestra la mayor 
similitud entre todos los miembros de la familia. Los transportadores ABC son un 
subconjunto de proteínas transportadoras hidrolasas que contienen un motivo, Q-loop y 
H-loop / región de cambio. Asimismo, estos dominios de unión se encuentran en contacto 
con las moléculas de ATP y GTP para su hidrolisis y liberación de energía, (Marchler-
Bauer, 2017).  Se reporta que esta familia transporta iones metálicos como el As+5, Cr+6, 
y Hg+2 (Satyanarayana et al., 2013) 
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2.6 Cebador CODEHOP 
El cebador CODEHOP consiste en un conjunto de cebadores que tienen secuencias 
variables en la región 3’, esta región se denomina núcleo degenerado. Donde cada 
cebador proporciona uno de las posibles combinaciones de los codones que codifican un 
mismo aminoácido conservado y específico. Este conjunto de cebadores se le conoce 
como bloque secuencias. Además, cada cebador en el grupo tiene una región homóloga 
de consenso en la región 5’. Esta región homóloga deriva del nucleótido más probable en 
cada posición codificando los aminoácidos conservados que flanquean a la secuencia 
que se desea amplificar. La homología se puede definir en base a la igualdad de las 
secuencias aminoacídicas, y nos permite identificar genes ortólogos en los genomas.  
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Figura 1. Diseño de los cebadores por método CODEHOP (Consensus Degenerate 
Hybrid Oligonucleotide Primer). Se muestra el diseño de un cebador, en el cual se observa 
que las secuencias nucleotídicas poseen 2 regiones: la región consenso y el núcleo 
degenerado. La región consenso inicia del cebador 5’ y se diseña partir de la homología 
de los aminoácidos más probables. Por otro lado, tenemos el núcleo degenerado se 
diseña en la región 3’ del cebador y parte de las secuencias nucleotídicas homólogas, 
estas secuencias se agrupan en codones que codifican para un mismo aminoácido, como 
se observa el triplete de nucleótidos varia en la tercera letra, estas variaciones son el 
rasgo distintivo para que el cebador sea considerado degenerado. (Rose et al, 2003) 
 
2.7 Generalidades de los hongos. 
 
2.7.1 Levaduras 
Las levaduras siempre deben estar aptas para protegerse ellas mismas del estrés 
ambiental para continuar sobreviviendo, creciendo y multiplicándose. Por ejemplo, la 
fermentación del azúcar causa estrés intracelular (Hohmann y Mager, 2003) 
produciéndose una elevada concentración de etanol y pH. Para sobrevivir y multiplicarse 
en condiciones dramáticamente variables, los microorganismos como las levaduras han 
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desarrollado un mecanismo complejo de detección y señalización que les permiten 
adaptar su fisiología a las nuevas condiciones impuestas por el ambiente que las rodea.  
Dentro de las levaduras más conocida es la Saccharomyces cerevisiae. Tanto por su uso 
ancestral en la fermentación e industria. Hasta la actualidad, como organismo modelo de 
estudia de la biología molecular. Sin embargo, Saccharomyces cerevisiae no es la única 
levadura que hay en nuestro ambiente. Tenemos una amplia diversidad de levaduras que 
se puede clasificar dentro de los fungi como Ascomycetos y Basidiomycetos. 
Ascomycetos como Saccharomyces cerevisiae, Meyerozyma guilliermondii o Pichia 
fermentans. Basidiomycetos como Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula toluroides. 
 
2.7.2 Ascomycetos 
El grupo más grande de hongos también conocido como Ascomycota o Ascomicetos. La 
principal característica para definir a los Ascomycota es su producción de esporas 
sexuales en células llamadas ascas, que a su vez, están conformados por ascosporas 
(Petersen, 2013). Estas células se encuentran, normalmente, en un tejido llamado 
himenio. Aquí las ascosporas se sientan paralelas entre sí, a menudo entremezclado con 
hifas llamadas parafisos. Si el himenio está coloreado, el pigmento está a menudo en las 
puntas de los parafisos. Una sola asca, usualmente, contiene ocho esporas aunque el 
número puede variar de uno a varios miles. 
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Ascas 
Parafisos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Ascospora Byssonectria terrestris, Denmark (× 3500) 
 
Los Ascomicetos están conformados por sesenta y cinco miles de especies descritas. La 
mayoría de estos pueden formar cuerpos fructíferos. Algunos de estos son diminutos 
mientras que otros, son bastante más grandes. Históricamente, los Ascomycota están 
divididos en grupos basados en apariencia de los cuerpos fructíferos: discomycetes, las 
especies con cuerpos fructíferos abiertos, y pirenomicetos parcialmente con cuerpos 
fructíferos cerrados. 
Los Ascomycota pueden disparar las esporas en el aire con gran fuerza. A menudo 
esporas de muchos miles de ascosporas son liberadas simultáneamente, lo que resulta 
en una nube de esporas que surgen del himenio acompañado por un sonido sibilante. 
2.7.3 Basidiomycetes 
Tambien conocidos como Basidiomycetos o Basidiomycota, forman el segundo grupo 
más grande de hongos, con más de treinta y un mil especies descritas. Boletes, agáricos, 
polypores, chantarelles y puffballs son buenos ejemplos de estos (Petersen, 2013). Sus 
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Basidio 
Esterigma 
Basiodiospora 
esporas sexuales se denominan basidiosporas. Las basidiosporas son células en forma 
de masa con cuatro pequeñas excrecencias llamadas sterigmata. Los sterigmata 
producen una espora cada uno. Las esporas se descargan activamente, pero con mucha 
menos fuerza que en el Ascomycota. Los Basidiomycetos presentan conexiones de 
abrazadera en muchas especies. Las cuales, son pequeñas excrecencias en las 
separaciones transversales (septos) de hifas. Ayudan a los núcleos a comportarse 
correctamente durante las divisiones celulares.  
Los basidiosporas normalmente se encuentran en himenio, donde se sitúan paralelos y 
entremezclados, en forma de masa llamados basidioles. El himenio generalmente se 
encuentra en una superficie vertical o hacia abajo para que las esporas puedan caer 
libremente después de la liberación. 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Muestra bajo microscopia electrónica   
(1200x, AS) 
 
 
 
Figura 3. Espora de basidiomiceto, Hygrocybe conica, Denmark (× 2500) 
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2.7.4 Microorganismos extremófilos 
Los organismos extremófilos son aquellos que crecen en condiciones extremas. Estos 
son ambientes que se clasifican según Rothschild y Mancinelli (2001): Extremos físicos 
(temperatura, radiación, presión, gravedad o vacío) y extremos geoquímicos (desecación, 
salinidad, pH, especies de oxígeno o potencial redox). 
También los extremófilos incluyen organismos que crecen en ambientes con extremos 
biológicos (ausencia de nutrientes o alta densidad poblacional). La mayoría de 
extremófilos son miembros de los dominios Archaea y Bacteria. También las eucariotas 
pueden ser extremófilos y son comunes entre los ambientes psicrófilos, acidófilos, álcalis, 
piezófilos, xerófilos y halófilos (que respectivamente prosperan a bajas temperaturas, bajo 
pH, alto pH y condiciones extremas de presión, desecación y salinidad) (Rothschild y 
Mancinelli, 2001).  
 
2.7.5 Levaduras acidófilas 
Se definen levaduras acidófilas aquellas levaduras que viven en ambientes ácidos. Estos 
ambientes son de pH bajo; e incluyen suelos volcánicos, relaves ácidos de mineras, 
suelos ácidos, vinagre, fluidos gástricos y jugos de fruta. (Madigan et al., 1997). En su 
mayoría estos ambientes están asociados con la extracción de metales (Cavicchioli y 
Torsten, 2000). El agua ácida de mina es un buen ejemplo de un entorno con pH ácidos. 
Es un modelo interesante para obtener una mejor comprensión de la vida en mencionadas 
condiciones. Asimismo, nos ofrece una mejor comprensión de la supervivencia y el nicho 
ecológico de levaduras acidófilas en un microbiota capaz de vivir en estos ambientes 
extremos. Además, de la tolerancia a los metales. 
La biolixiviación microbiana es el proceso de solubilizar los minerales que están en forma 
de sulfuros, en condiciones ácidas, los microorganismos lo solubilizan hasta sulfatos, por 
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la oxidación microbiana de minerales de los sulfuros, incluidos sulfuros de hierro, cobre, 
plomo y zinc. 
 
Este proceso puede resumirse como:  
 
Me + S2- (complejo de metal insoluble)              Me+2 + (SO4)2- 
 
Dónde:   
Me, representa un catión metal. 
 
Como resultado de la reacción, el pH es bajo en estos entornos, y debido a la geoquímica 
de los sitios de extracción, los metales catiónicos (por ejemplo, Fe2+, Zn2+, Cu2+ y Al2+) y 
elementos metaloides (por ejemplo, arsénico) se solubilizan. Este proceso se conoce 
como lixiviación microbiana de minerales o biolixivación (Cavicchioli y Torsten, 2000).  
 
2.7.6 Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo de expresión de genes. 
 
Se investigan las levaduras como organismos modelos de expresión de genes desde 
1980, con la finalidad de estudiar la gran diversidad de genes y proteínas que conforman 
a los Eukaryas. En ese entonces, se utilizaron técnicas como clonamiento y delección de 
genes y producir diversas mutaciones (Winzeler et al., 1999).  
Scherens y Goffeau (2004), realizaron modificaciones en levaduras a nivel genómico. 
Cada gen fue reemplazado por un “cassete” de resistencia a antibióticos y marcados con 
secuencias sintetizadas en laboratorio denominado "código de barra"; este ADN exógeno 
tiene la facultad de silenciar ciertos genes de interés, en levaduras receptoras 
competitivas-transformantes. Para la selección de las levaduras mutante, se determina 
Oxidación microbiana 
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por la resistencia al antibiótico empleado. Con la finalidad de obtener mutaciones 
puntuales y a su vez agrupar a todas las cepas mutantes en una base de ceparios “genes 
targets deleccionados “similar a la organización de una biblioteca.  
Durante aquellos años se realizaron diversas investigaciones para un grupo limitado de 
genes. Dicha limitación, no permitió la investigación de nuevos genes reportados en otros 
organismos cercanos a Saccharomyces cerevisiae. No obstante, esta levadura como 
organismo modelo sigue contribuyendo al entendimiento de mecanismo moleculares en 
la biología de células eucariotas y su ontología de genes homólogos en organismos 
superiores. 
Hoy en día, los nuevos genes se reportan en tiempo real,  en la base de datos del genoma 
de Saccharomyces Genome Database (SGD; http://www.yeastgenome.org/) que 
proporciona información sobre cada gen de levadura basado no solo en la literatura, sino 
también en el estudio sistemático del genoma Saccharomyces cerevisiae. Esta base de 
datos se actualiza, año tras año, de acuerdo a las investigaciones realizadas por diversos 
científicos alrededor del mundo. 
 
2.8 Mecanismos de resistencia en microorganismos a metales pesados 
Los microorganismos poseen diversas rutas metabólicas en la cual utilizan los 
compuestos tóxicos como fuente de energía para su crecimiento y desarrollo.  Estos 
compuestos tóxicos, pueden ser metales pesados. Por ello, se han desarrollado 
mecanismos de resistencia a metales pesados como absorción, precipitación, oxidación 
y reducción(Su, 2014). Además los microorganismos también han desarrollado diversos 
mecanismos para mantener la homeostasis y adaptarse a los metales tóxicos en el 
ecosistema (Figura 4) (Brar et al., 2006; Hosnier et al., 2014; Wei et al., 2014). Estos 
mecanismos de resistencia se explotan in situ (tratamiento en el sitio de contaminación), 
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o ex situ (el sitio contaminado puede ser tratado lejos del punto de contaminación) para 
la remediación del ambiente. Estos mecanismos, se han utilizado efectivamente como 
biosorbentes para remoción y recuperación de metales pesados. 
La mayoría de los metales pesados atraviesan las membranas microbianas, pero los 
microorganismos pueden desarrollar mecanismos de resistencia que los ayuden a 
superar el efecto tóxico. Por lo tanto, la respuesta de los microorganismos a la toxicidad 
de metales pesados es importante para la recuperación de sitios contaminados. Un 
mecanismo conocido es la desintoxicación: mecanismo de transformación de valencia. 
Esto es aplicable en el caso de los metales cuyos diferentes estados de valencia varían 
en toxicidad. Para el caso de resistencia de mercurio, la enzima alquilmercurio liasa 
cataliza el metil mercurio a Hg (II), que es cien veces menos tóxico (Wu et al., 2010). En 
otro caso, los mecanismos de reducción de Cr (VI) a Cr (III) está ampliamente estudiada, 
en la cual el Cr (III) tiene menos movilidad y toxicidad que el Cr (VI).  
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Figura 4. Modelo de mecanismos de resistencia a metales pesados en levaduras. 
(Hosiner et al., 2014). Activación del sistema antioxidante redox (AORS) para reducir 
especies reactivas de oxígeno (ROS). La quelación de iones metálicos (Me) vía glutatión 
(GSH) y metalotioneína (MT); conlleva al secuestro vacuolar de quelatos, el 
almacenamiento de iones metálicos y la degradación de proteínas. En el caso de la 
quelación de metales sea extracelular: se realiza a través de sideróforos (SP), para 
restringir la entrada de metales. Asimismo, si se realiza la quelación de metales a través 
de histidina (His), conlleva a la degradación vacuolar y no vacuolar de complejos de metal 
/ proteína. En el caso de unión de los iones metálicos a una proteína se activan las 
chaperonas (CP) para el plegamiento y degradación de complejos de metal/proteína. 
Para la formación del complejo metal/proteína a nivel del citosol; si hay ausencia de 
alguna molécula mediadora este complejo se degradara a nivel del citosol o vacuolar. 
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También existen otros mecanismos como biosorción, bioacumulación, biotransformación 
y biomineralización; entre otros (Hosiner et al., 2014). Los microorganismos utilizan estos 
mecanismos para adaptarse y desarrollarse en un ambiente contaminado con metales. 
La toxicidad de los contaminantes, así como otras condiciones ambientales 
desfavorables, pueden contribuir a la capacidad de mantener una población microbiana 
competente. Estas estrategias han sido explotadas para los procedimientos de 
remediación (Lin et al., 2005; Gadd 2000). La eliminación de metales pesados puede ser 
llevada a cabo por organismos vivos o materiales biológicos muertos también 
denominados biomasa muerta.  
 
El organismo seleccionado debe desarrollar resistencia a los iones metálicos a medida 
que este en contacto con el contaminante. El organismo puede ser nativo del ambiente 
contaminado, o aislado de otro ambiente a fin y llevado al sitio contaminado (Sharma et 
al., 2000).  Además, hay otros mecanismos de desintoxicación de metales pesados, 
mediante el cual se logran a través de unión de metal/vacuola y volatilización. Para la 
unión de metal/vacuola intervienen los quelantes, tales como metalotioneínas, péptidos 
derivados de glutatión, y fitoquelatinas, péptidos de unión a metales conocidos. Estos 
quelantes se unen a metales pesados y facilitan la absorción microbiana y el transporte 
de iones de metal a vacuolas, organelas donde se inactivan la toxicidad del metal. Los 
mecanismos de volatilización consisten en convertir los iones metálicos en estado volátil. 
Esto se reporta con los metales Selenio (Se) y Mercurio (Hg), que tienen estados volátiles. 
Las bacterias resistentes al mercurio utilizan la enzima MerA para reducir Hg (II) a la 
forma volátil Hg (0) (Wu et al., 2010). Otras bacterias anaerobias emplean al Selenio (V) 
como aceptor final de electrones reduciéndose a selenio elemental (0).  
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2.8.1 Biosorción  
La biosorción es un proceso fisicoquímico y metabólicamente independiente basado en 
una variedad de mecanismos que incluyen absorción, adsorción, intercambio iónico, 
complejación de superficies y precipitación. La “sorción” es un proceso físico-químico 
mediante el cual una sustancia se apega a otro y el prefijo 'bio' denota la participación de 
una entidad biológica.  
 
La biosorción es un proceso físico-químico que se puede definir como la eliminación de 
sustancias de solución por material biológico (Gadd, 2000). La sorción también se define 
para describir cualquier sistema en el que un sorbato (por ejemplo, un átomo, una 
molécula, un ión molecular) interactúa con un sorbente (es decir, una superficie sólida) 
resultando la acumulación del sorbato en el sorbente (Borda y Sparks, 2008).  
 
2.8.2 Bioadsorción 
La adsorción es la adherencia física o unión de iones y moléculas sobre la superficie de 
otra molécula, es decir, sobre dos superficies dimensionales. Muchos investigadores 
consideran la bioadsorción como una subcategoría de adsorción, donde el sorbente es 
una matriz biológica (Michalak et al., 2013). La adsorción es un proceso físico/químico 
entre las cargas de las matrices, a través de la atracción electrostática de grupos 
funcionales cargados positivamente en la superficie de la matriz extracelular se comporta 
como sorbente (biosorbente) y es de carga negativa. De hecho, en los grupos funcionales 
de pH bajo; el biosorbente se protona y atrae el cromo de carga negativa. Por el contrario, 
cuando el pH es alto ocurre la desprotonación, los grupos funcionales del biosorbente se 
cargan negativamente, rechazando la carga negativa del cromo.  
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2.8.3 Bioabsorción 
La absorción es la incorporación de una sustancia en un estado a otro, de un estado 
diferente (por ejemplo, líquidos absorbidos por un sólido o gases que se absorben por 
agua) (Figura 5). La biomasa microbiana tiene diferentes capacidades de bioabsorción, y 
varía significativamente entre especies. Sin embargo, la capacidad de bioabsorción de 
cada biosorbente depende de la fuente de contaminación donde fue aislada y el 
pretratamiento, que de ser necesario, necesita el contaminante, así como las condiciones 
experimentales controladas (Huangab, 2014). Para fines biotecnológicos, el 
bioabsorbente debe ser barato, efectivo, y fácil de cultivar y cosechar. El organismo 
también debería prestarse a la alteración del biorreactor configuración, así como las 
condiciones físicas y químicas para mejorar la biosorción. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Homeostasis en células enfrentadas a diferentes concentraciones de cadmio 
(II). (Fei, 2014). 
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2.9 Biorremediación 
La biorremediación es una técnica de última generación utilizada para la eliminación y/o 
recuperación de metales pesados de ambientes contaminados. La técnica utiliza, 
mecanismos biológicos inherentes para erradicar contaminantes peligrosos. Para la 
biorremediación se utilizan microorganismos y plantas, o sus metabolitos, para restaurar 
ambientes contaminados a su condición original (Dixit, 2015). Además no causa efectos 
secundarios en el ambiente impactado. Asimismo es viable y rentable para eliminación 
y/o recuperación de ambientes contaminados con metales.  
 
Por otro lado, las técnicas químicas y físicas convencionales son más caros e ineficaces, 
especialmente para bajas concentraciones de metales (Akcil et al., 2015).  Asimismo, la 
biorremediación se emplea para aumentar la estabilidad del metal también conocida 
como “especiación”, y a su vez reduce la biodisponibilidad del metal (Abbas et al., 2014). 
La especiación se define como la identificación y cuantificación de un metal y sus 
diferentes especies definidas, formas o fases. En cambio, la biodisponibilidad es la 
porción de la cantidad total de un metal en un entorno en un periodo de tiempo; en el cual, 
está disponible para que los organismos vivos capten el metal de su entorno. La 
especiación de un metal y su biodisponibilidad determina los efectos fisiológicos y tóxicos 
de un metal en organismos vivos (Aka y Babalola, 2016). 
 
2.10 Generalidades toxicológicas 
2.10.1 Tolerancia 
Se define como aquella sustancia tóxica que llega en forma activa a su blanco. En 
respuesta, el organismo dificulta el flujo de aquella sustancia, la cual si llegase a su blanco 
causa un efecto permanente en el organismo. (Peña et al., 2001). Como resultado de 
esto, existe un rango de valores de exposición, desde cero hasta un valor finito 
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determinado, en el que el organismo puede tolerar la exposición sin manifestar ningún 
daño. El dato importante, en este caso, es el límite superior del rango de tolerancia para 
poblaciones sensibles. 
 
2.10.2 Concentración mínima inhibitoria (CMI) 
La concentración mínima inhibitoria, se define como la mínima concentración de una 
sustancia en la cual un microrganismo no mostró crecimiento. Se clasifica de acuerdo a 
la turbidez (Johansson y Somasundarau, 2007). La concentración mínima inhibitoria 
(CMI) se expresa en partes por millón (ppm). En esta investigación la sustancia en la cual 
el microorganismo no mostro crecimiento fue el metal pesado. El concepto se utiliza para 
determinar y ajustar la concentración de metal mínima efectiva. 
 
2.10.3 Concentración letal 
Es aquella sustancia que puede ser mortal de acuerdo a la concentración que se esté 
aplicando. El concepto está ligado intrínsecamente con el concepto dosis. En 
consecuencia, la concentración letal será la que determina cual será la dosis correcta 
para agregar. La concentración letal tiene índices utilizados en los diversos campos de la 
investigación (Peña et al., 2001). Desde el campo de los fármacos hasta la industria 
alimentaria. Los índices que se utilizan están ligados a la mortandad que causa dentro de 
una población. Por ejemplo, CL10, se interpreta como la concentración letal que eliminó 
al 10% de la población, por defecto entonces el 90% de la población no fue eliminada. 
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2.10.4 Dosis de exposición 
La dosis de exposición está definida por la cantidad de substancia a la que se expone el 
organismo y el tiempo durante el que estuvo expuesto. La dosis determina el tipo y 
magnitud de la respuesta biológica (Peña et al., 2001). El efecto nocivo está en relación 
directa con la dosis y los parámetros de exposición (vía de ingreso, duración y numero de 
exposiciones). 
 
2.10.5 Respuesta tóxica 
Se define como efecto tóxico o respuesta tóxica, cualquier desviación del funcionamiento 
normal del organismo que ha sido producida por la exposición a sustancia(s) tóxica(s) se 
considera como desviación significativa (Peña et al., 2001). Se considera como 
desviación significativa a los cambios irreversibles o los cambios que permanecen por un 
período prolongado de tiempo después de la exposición a la sustancia toxica haya 
cesado.  
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3. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
3.1 Pregunta de investigación 
 
¿Se pueden identificar marcadores moleculares en levaduras extremófilas, aisladas de 
lagunas Altoandinas de la sierra central del Perú contaminadas con relaves mineros?   
 
3.2 Hipótesis y variables de la investigación 
Ha: Es posible identificar marcadores moleculares en levaduras extremófilas, aisladas 
de lagunas Altoandinas de la sierra central del Perú contaminadas con relaves 
mineros.  
 
Ho: No es posible identificar marcadores moleculares en levaduras extremófilas, 
aisladas de lagunas Altoandinas de la sierra central del Perú contaminadas con 
relaves mineros. 
 
Objetivos  
 
3.2.1 Objetivo general 
 Identificar marcadores moleculares en levaduras extremófilas aisladas de lagunas 
Altoandinas contaminadas por metales pesados de la sierra central del Perú  
 
3.2.2 Objetivos específicos 
 
1. Aislar, seleccionar e identificar las especies levaduras aisladas de cuerpos de 
agua Altoandinos contaminadas por metales pesados. 
2. Determinar las fases de cinética de crecimiento de la levadura seleccionada.    
3. Determinar la concentración letal media (CL50) frente a los metales pesados. 
4. Crear una base de datos de genes reportados de expresión frente a metales 
pesados en levaduras.   
5. Diseñar cebadores para genes de expresión frente a metales pesados. 
6. Identificar la presencia de marcadores moleculares en levaduras extremofilas 
aisladas. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 
  
4.1 Estaciones de muestreo 
Se estudiaron 5 lagunas Altoandinas ubicadas en la cabecera de cuenca del Río Mantaro 
(Figura 6) y del Rímac (Figura 7).  La cuenca del Rio Mantaro se encuentra en el 
departamento de Junín, Pasco y la cuenca del Rio Rímac en Lima. Ambas cuencas se 
encuentran ubicadas en la sierra central del Perú. Asimismo, las estaciones de las 
lagunas monitoreadas se Georreferenciaron en coordinas UTM WGS84. Para ello, se 
utilizó el equipo GPS (GARMIN eTrex 30). 
 
Para el área de estudio se tomaron como estaciones de toma muestras: lago Junín, 
relaveras; Yanamate y Quilacocha las lagunas; Milpo, Santa Catalina y Huacracocha; tal 
y como se muestra en las Figuras 8, 9, 10 y 11. (Mapas del Google Earth), 
respectivamente. Los puntos rojos representan las estaciones de muestreo. Asimismo, 
se georreferencio las coordenadas UTM-WGS84 véase la Tabla 2. Además, se adjunta 
las fotos tomadas de las estaciones durante el monitoreo véase las Figuras 30, 31, 32 y 
33. 
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Figura 6. Cuenca del Río Mantaro. Ubicada en la sierra central. Comprende los departamentos 
de Pasco, Junín, Huancavelica y Ayacucho. Autoridad Nacional del Agua. Ministerio de 
Agricultura y Riego (2010). 
2
9
 
 
 
 
F
ig
u
ra
 7
. 
C
u
e
n
ca
 d
e
l R
ío
 R
ím
a
c.
 A
u
to
ri
d
a
d
 N
ac
io
n
a
l d
el
 A
g
u
a
. 
M
in
is
te
ri
o 
d
e
 A
g
ri
cu
ltu
ra
 y
 R
ie
g
o
 (
2
0
1
5
).
 
30 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Estaciones de muestreo en el Lago Chinchaycocha. En los meses de junio (a) 
(estaciones M17, M16, M15, M14, M13 y M12) y noviembre (b) (estaciones M12, M14, M16, 
M17) del 2015. Región Junín, Perú. 
 
Figura 9. Estaciones de muestreo de la laguna Yanamate. En los meses de junio (a) 
(estaciones M18, M19 y M20) y noviembre (b) (estaciones M18-1, M18-2 y M18) del 2015. 
Región Cerro de Pasco, Perú. 
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Figura 10. Estación de muestreo de la relavera Milpo. Región Cerro de Pasco, Perú. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura. 11: Mapa de la laguna Santa Catalina (a) y Huacracocha (b). Región Junín, Perú. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(a) (b) 
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Tabla 2. Georreferenciación en coordenadas UTM y altitud de las estaciones de muestreo. 
 
 
 
4.2 Monitoreo de los cuerpos de agua 
Se analizaron in situ los parámetros fisicoquímicos de cada laguna; como: temperatura 
(°C), pH, solidos disueltos totales (SDT), conductividad (µS). Se siguió el protocolo 
Nacional Para el Monitoreo de la calidad de los Recursos Hídricos Superficiales (ANA, 
2016). Para los análisis de cada estación se utilizó el equipo multiparámetro calibrado 
(EXTECH-DO700). Se seleccionó aquellas lagunas que presentaron parámetros no 
conformes con los estándares de calidad ambiental (ECA) según el Ministerio de 
Ambiente (MINAM, 2017) para Agua, Decreto Supremo N° 004-2017-MINAM. Asimismo, 
las muestras de aguas seleccionadas se enviaron a los laboratorios de la Pontificia 
ESTACIÓN NOMBRES DE ESTACIONES* 
COORDENADAS UTM 18L Altitud 
(msnm) 
ESTE SUR 
M10 Laguna Santa Catalina 371790.4300 8716628.980 4879 
M11 Laguna Huacracocha 374549.8325 8718691.086 4557 
M12 Lago Junín - pto 1 378916.3137 8772988.850 4088 
M13 Lago Junín - pto 2 374859.5288 8778313.750 4084 
M14 Lago Junín - pto 3 369824.6329 8781884.240 4084 
M15 Lago Junín - pto 4 363858.8891 8790283.590 4083 
M16 Lago Junín - Puente Upamayo - pto 5 362023.8370 8792482.55 4087 
M17 Lago Junín - Puente Upamayo - pto 6 361978.0122 8792505.92 4087 
M 12 Lago Junín 377055.703 8775862.70 4085 
M 14 Lago Junín 370511.769 8782511.84 4084 
M 16 Puente Junín- Puente Upamayo 361134.246 8792340.09 4088 
M 17 Puente Junín- Puente Upamayo 361970.165 8792450.73 4090 
M18 Relavera Yanamate – Relave – pto 1 363540.50 8814894.33 4346 
M19 Relavera Yanamate – Relave – pto 2 363824.88 8815541.09 4345 
M20 Relavera Yanamate - Relave - pto 3 363864.47 8815626.03 4345 
M18-1 Relavera Yanamate – Relave - 1 363130.00 8814992.00 4212 
M18-2 Relavera Yanamate – Relave - 2 363068.00 8815045.00 4274 
M18-3 Relavera Yanamate – Relave - 3 363112.90 8814958.00 4336 
M21 Laguna Milpo 367722.53 8825552.02 4002 
M23 Relavera Quiulacocha – Relave 359466.68 881654.073 4257 
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Universidad Católica del Perú (PUCP). Laboratorios que analizaron las muestras de agua 
por espectrometría de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) para 
determinar los metales presentes y su concentración.  
 
4.3 Aislamiento de levaduras extremófilas 
Para el aislamiento de levaduras extremófilas, se procesaron las muestras de agua que 
presentaban un pH ácido. Se sembraron en caldo YPG (extracto de levadura 5 g/L, 
peptona 10 g/L y glucosa 30 g/L) a pH 4. Se incubaron a temperatura de 28 °C y a una 
agitación de 220 rpm por 14 días (Lee et. al., 1975). Para obtener colonias aisladas de 
estos organismos, las muestras positivas se sembraron en agar YPG pH 4. Para la 
selección de las levaduras aisladas, se tuvo en consideración la morfología de las 
colonias y la morfología celular (Tinción Gram).  
 
4.4 Determinación de la concentración mínima inhibitoria frente a metales pesados 
Las levaduras acidófilas aisladas fueron cultivadas en tubos de ensayo con caldo YPG 
durante 48 horas con una agitación de 150 rpm. De cada caldo se tomó un volumen de 
0.1 mL y se inoculo a tubos de ensayo que contenían 9.9 de caldo YPG más el volumen 
del metal para cada ensayo.  Se agregó metales a concentraciones entre 50 - 400 ppm 
para los metales Cu, Cd, Cr y Hg. Para evaluar su resistencia, se utilizó como índice: 
Concentración Mínima Inhibitoria (CMI). Aquellas levaduras que presentaron mayor 
resistencia fueron seleccionadas. 
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4.5 Determinación de la cinética de crecimiento  
La levadura seleccionada, se cultivó por 72 horas con una agitación de 150 rpm a 
temperatura de 30°C en matraces con 250 mL de caldo YPG. Para el cultivo del inoculo 
se empleó la metodología propuesta por Granger et al., (1992); consiste en escalamientos 
seriados de inóculo del 10% hasta llegar al volumen deseado. Para la cinética, se tomaron 
alícuotas de 1 mL por toma de muestra durante 120 horas (Ravinder et al., 1993). Para 
determinar las unidades formadoras de colonia, cada alícuota se realizó diluciones 
seriadas en solución salina al 0.9% y se sembró 0.1 mL por diseminación en agar YPG a 
pH 4. Todas las placas fueron incubadas a 25 °C durante 72 horas. Para el recuento de 
levaduras, se reportó como el número de colonias presentes y se relacionó de forma 
directa con el tiempo para cada punto de la cinética. 
 
4.6 Determinación de la concentración letal (CL) frente a metales pesados 
Para la determinación de la concentración letal se procedió con la metodología propuesta 
por Jin et al., (2008). La cual se aplicó para determinar el efecto letal de los metales frente 
a Cd, Cu y Cr en levaduras. Se cultivó la cepa en medio YPG, se incubó durante 3 h a 
25°C con una agitación de 150 rpm. Este cultivo se expuso a los metales mencionados 
en la fase logarítmica a varias concentraciones de metal. Se determinó el número de 
células viables por diseminación de placa. Se sembró 0.1 mL en agar YPG y se contaron 
el número de células viables. Se tomó como control negativo el número de células 
cultivadas soló con caldo YPG, pH 4. Para determinar el número de células viables se 
utilizó la siguiente formula (Baniamam, 2104): 
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%CEL. VIABLES =  
NTCex (
UFC
mL
)
NTC (
UFC
mL
)
x 100% 
Donde: 
% Cel viables: porcentaje de células viables. 
NTCex: Número total de células después de una exposición algún metal. 
NTC: Número total de células sin exposición algún metal. 
 
4.7 Extracción ácidos nucleicos 
Para la extracción de ácido nucleicos, se sembraron levaduras en caldo YPG y se 
procedió a la extracción aquella levadura que se encontraban en su fase logarítmica 
(Aragon et al., 2006). 
 
4.7.1 Extracción de ADN 
Las cepas seleccionadas se cultivaron en caldo YPG (pH=4) por 48 horas en agitación a 
150 rpm. Los cultivos se centrifugaron a 5000 rpm por 8 min a temperatura ambiente. Los 
pellets se resuspendieron en 1 mL de buffer TE (20 mM TRIS, 5 mM EDTA, pH 7.8) y se 
homogenizaron los tubos por vortex. Se repitió el proceso ya descrito, hasta que el 
sobrenadante fuera translúcido. Alrededor de 4-5 veces.   
Se procedió a la extracción de ADN de la biomasa (pellets) según el protocolo DNA 
extraction KiT Jet Thermo Cientific modificado en el laboratorio. La modificación consiste, 
en el paso final de la extracción, se resuspendió los ácidos nucleicos extraídos en etanol 
al 70% preparado con agua destilada libre de nucleasas. La muestra se centrifugó 10000 
rpm por 10 minutos a 4 °C. Se descartó el sobrenadante y se realizó “Spin down” para no 
perder muestra. Se incubó las muestras a 60 °C por una hora. Las muestras se 
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resuspendieron 0.1 mL de buffer TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7.8) (Doyle, 1991). 
Luego se cuantificaron las muestras extraídas en NanoDrop Lite Spectrophotometer 
Thermo Fisher Scientific y se realizaron corridas electroforéticas en buffer TAE 1X por 30 
minutos a 100 voltios para determinar la integridad del ADN. Las muestras de ADN fueron 
guardadas a -20 °C hasta su posterior uso.  
 
4.7.2 Estandarización de extracción de ARN 
Se expusieron cultivos de levaduras a una concentración letal media (CL50) y se realizó 
la extracción de ARN con el Kit Thermo Scientific GENE JET RNA Purification. Se 
resuspendió el cultivo de levaduras (>106 ufc/mL) en un buffer de lisis (1M Sorbitol, 0.1M 
EDTA pH: 7.4, 0.1% β-mercaptoetanol, 50 unidades de liticasa sigma), se incubo a 25 °C 
por 30 minutos. Se agregó 300 µL de buffer de Lisis suplementado con β-mercaptoetanol, 
mezclándose por vortex. Se agregó 2 µL de proteinasa K se incubó por 1 hora a 10 
minutos. Se centrifugó por 10 minutos por 12000 rpm, luego se transfirió el sobrenadante 
a un microtubo. Luego se cuantificaron las muestras extraídas en NanoDrop Lite 
Spectrophotometer Thermo Fisher Scientific y se realizaron corridas electroforéticas en 
buffer TAE 1x por 45 minutos a 100 voltios para determinar la integridad del ARN. Las 
muestras de ARN fueron guardadas a -20 °C hasta su posterior uso.  
 
4.8 Búsqueda de genes 
La minería de datos consiste en la búsqueda de genes reportados en levaduras que estén 
presentes en las diversas bases datos disponibles en la web. En esta investigación se 
utilizaron la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) y 
Saccharomyces Genome Database (SGD). En el presente trabajo se tomó como 
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referencia la publicación de diversos autores Kan et al. (2018), Jin et al. (2008), Orbegozo 
et al. (2008),  
Bankar et al. (2018), Kneer et al. (1992), Singh et al. (2013) y Harrison et al. (2007). 
Asimismo, también se tomó como referencia la base de datos de Saccharomyces Genome 
Database (SGD). Para la minería de datos de siguió el siguiente organigrama (Figura 12).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Flujograma de búsqueda de genes. Flujograma propuesto en el presente 
trabajo para la búsqueda de genes que se utilizó como base de datos. Explica paso a paso 
como se realizó la búsqueda de genes para la creación de una base datos. Se utilizó para 
el diseño de los cebadores de la presente investigación.  
 
 
GENE 
NCBI 
BLASTp  Descarga nt y aa 
GENES REFERENCIADOS  
NO SI 
SI 
N
Descarta  
Comparar la presencia de 
los genes en las levaduras 
referenciados 
Descarga nt y aa 
SI 
NO 
BASE DE 
DATOS 
Saccharomyces Genome Database (SGD)  
Genes de levaduras referenciadas 
Genes de mayor expresión diferencial 
según Jhin et al, 2008. 
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4.8.1 Genes de expresión diferenciada en levaduras 
Para la minería de datos; se seleccionaron los genes de la levadura modelo 
Saccharomyces cerevisiae. Se seleccionaron aquellos genes de expresión 
diferencial reportados por Jin et al., (2008). 
4.8.2 Levaduras reportadas en lagunas contaminadas por metales pesados o 
ensayos de resistencia 
Se realizó un listado de especies de levaduras reportados en lagunas 
contaminadas por metales pesados o ensayos afines realizados. 
 
4.8.3 Búsqueda regiones homólogas por Blastp en levaduras 
Se realizó la búsqueda de regiones homólogas en el base de datos del NCBI por 
la herramienta “Basic local alignment search tool protein” (Blastp) para los genes 
de expresión diferencial. 
  
4.8.4 Búsqueda regiones homólogas por Blastp en levaduras reportadas en 
lagunas contaminadas por metales pesados o ensayos de resistencia. 
Se realizó la búsqueda en la base de datos del NCBI. Se utilizó la herramienta 
Blastp para la búsqueda de regiones homólogas y se seleccionaron aquellos genes 
que presentaron regiones homólogas en levaduras reportadas en lagunas 
contaminadas por metales pesados o ensayos de resistencia. 
 
4.8.5 Metalotioneínas en levadura (CUP1) 
Se seleccionó el gen CUP1 reportado en Saccharomyces cerevisiae. El gen CUP1 
codifica la metalotioneína que tiene la capacidad de quelar cobre (Katju et al., 
2009). 
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4.8.6 Fitoquelatinas (PRC1), cistationina beta sintasa (CYS4) factor de 
transcripción - dedos de zinc (ACE2) 
Se seleccionaron los genes referenciados a resistencia metales: PRC1 que 
codifica fitoquelatina, quelante de metales pesados (Clemens, 2006), CYS4 que 
codifica la enzima Cistathionine beta-sintasa. Cataliza la síntesis de cistationina a 
partir de serina y homocisteína y ACE2 que codifica el factor de transcripción de la 
metalotioneina (Butler y Thiele, 1991). 
 
4.8.7 Control endógeno ACT1 
Se seleccionó el gen ACT1, gen que codifica la β-actina presente en los 
microtúbulos. Se seleccionó como gen para control endógeno. Gen que no 
presenta cambios de expresión frente a metales pesados (Cankorur-Cetinkaya et 
al., 2012). 
 
4.9 Diseño de cebadores  
 
4.9.1 Diseño de cebadores por consenso degenerado de oligo primers (CODEHOP)  
Se tomó la información de los genes de la Minería de Datos. Se descargaron las 
secuencias aminoacídicas (aa) y nucleotídicas (nt) en formato fasta. 
Se utilizó la herramienta Clustal W del Bioedit v7.0.5 para alinear las secuencias 
aminoacídicas e identificar las regiones consenso. Se eliminaron de los alineamientos las 
secuencias divergentes que no favorecieron las regiones homólogas. A partir de las 
regiones consenso de aminoácidos se delimito las regiones nucleotídicas 
correspondientes. 
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Se utilizó la herramienta del Bioedit ¨extract position¨ para extraer las posiciones del 
alineamiento de consenso de aminoácidos. 
Se utilizó la herramienta del Bioedit ¨extract position¨ para extraer las posiciones del 
alineamiento de nucleótidos que son equivalentes a las regiones consenso de los 
aminoácidos. 
A partir de las secuencias nucleotídicas se identificó las posibles regiones consenso donde 
se diseñaron los cebadores. Para la selección de las regiones consenso se utilizaron los 
siguientes criterios: las regiones que presentaron mayor consenso; cercanas longitudes, 
menor 300 pb (Livak & Schmittgen, 2001) entre la región donde se diseñara el cebador 
líder (F) y reverso (R); y ambas regiones deben presentar un porcentaje de guanina-
citosina (%GC) aproximado.    
Una vez determinada las regiones donde se diseñaron los cebadores, se procedió al 
diseño del cebador líder. En el cual, la región consenso se encuentra en el extremo 5 y el 
núcleo degenerado en el extremo 3 de los cebadores. La característica principal de la 
región consenso es que debe estar constituido por el consenso de nucleótidos, esta región 
debe ser las más invariable posible. Por otro lado, el núcleo degenerado posee diferente 
tipo de combinaciones de nucleótidos que codifican para un mismo codón de aminoácido. 
En el caso del cebador reverso, se repite el paso 5 pero con la única diferencia que en la 
región donde se diseñó el cebador reverso se construye el cebador a partir de la reversa 
complementaria de la región seleccionada.  
 
Para ambos cebadores el núcleo degenerado está constituido por más de una letra y se 
representa de la siguiente manera: R (A o G), Y (C o T), S (G o C), W (A o T), K (G o T), 
M (A o C), B (C o G o T), D (A o G o T), H (A o C o T), V (A o C o G), N (cualquier base) . 
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4.9.2 Diseño de cebadores no degenerados 
Para el diseño de cebadores no degenerados se siguió la metodología propuesta por 
Abd-Elsalam (2003). 
 
4.10 Caracterización molecular de levaduras por reacción de polimerasa en cadena 
(PCR).  
Se realizó a partir del ADN purificado, se utilizó el marcador LSU D1/D2 de la subunidad 
mayor ribosomal. Se preparó el master mix para un vol de 25 µL: dNTPS 0.3 mM, MgCl2 
2.5 mM, Buffer PCR 1x, cebador líder 0.3 µM, cebador reverso 0.3 µM, Taq GeNEON 
0.1 µL, el resto de volumen con agua libre de nucleasa. El programa PCR se llevó a: 5 
min a 95 °C, 35 ciclos (45s a 95°C, 45s a 58°C, 45s a 72°C) y una etapa de extensión 
final de 5 min a 72°C.  Las muestras de ADN se enviaron a secuenciar a “Molecular 
Cloning Laboratories” (MCLab) en EEUU, para su posterior identificación según su 
alineamiento BLAST () y homología con su grupo taxonómico correspondiente.  
 
4.11 Amplificación de los cebadores diseñados por reacción de polimerasa en cadena 
(PCR). 
Se realizó a partir del ADN purificado, se utilizó los cebadores diseñados en el paso de 
la metodología 4.9.1. Se preparó el master mix para un vol de 25 µL: dNTPS 0.3 mM, 
MgCl2 2.0 mM, Buffer PCR fermentas con (NH4)2SO4 1x, cebador líder 0.3 µM, cebador 
reverso 0.3 µM, Taq GeNEON 0.1 µL, el resto de volumen con agua libre de nucleasas. 
El programa PCR se llevó a cabo a: 5 min a 95 °C y 30 ciclos a 20s a 95°C, 20s a 60°C, 
20s a 72°C y una etapa de extensión final de 5 min a 72°C. Los amplicones se enviaron 
a secuenciar a los laboratorios de Molecular Cloning Laboratories (MCLab). Estos 
laboratorios se encuentran ubicados en el estado de San Francisco, USA. Después de 
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su secuenciamiento, enviaron la información en formato fasta al correo institucional. 
Esta información se alineo software Bioedit 2.0 para los amplicones del cebador líder y 
reverso. Se utilizó la herramienta “ClustalW alignment” para encontrar el consenso de 
ambas secuencias. Se utilizó la herramienta Blastn sobre la secuencia consenso para 
determinar las secuencias homologas que están presentes en el GenBank. Finalmente, 
identificar la cepa correspondiente al marcador utilizado. 
 
4.12 Estandarización de la síntesis de DNAc a partir del ARNm 
Para cada reacción de síntesis de ADNc se utilizó First Strand cDNA PLUS Synthesis 
Kit, en el cual se añadió los siguientes reactivos: 1 µL de ARN (100 ng/ µL), 0.5 µL de 
cebadores (hexámeros aleatorios), 0.5 µL OligoT, 4 µL de 5X SCRIPT RT Buffer 
complete, 1 µL de 100 mM DTT, 1 µL de dNTP, 1 µL de RNasa Inhibidor, y finalmente 
0.5 µL de SCRIPT REVERSE Transcriptasa. Se mezcló la reacción suavemente y se 
incubó a 42 °C por 10 minutos y posteriormente se incubó, a 50 °C por una hora. Luego 
el mix se incubó por 10 min a 70 °C para inactivar la Transcriptasa Reversa, después 
se agregó 2 µL de RNasa y se incubó por una hora a 37 °C. Se Enfrió en hielo durante 
al menos 1 min y se centrifugó a 10000 rpm x 1min. El ADNc se cuantificó por NanoDrop 
y se guardó a -20 °C.  
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5. RESULTADOS 
 
5.1 Determinación de los parámetros fisiquímicos de los cuerpos de agua. 
Se obtuvieron los parámetros fisicoquímicos analizados de las estaciones de muestreo a 
partir de los cuerpos de agua (véase la Tabla 3): pH, conductividad, solidos disueltos 
totales (TDS), y temperatura. Los cuerpos de agua Yanamate, Quiulacocha y Milpo 
presentaron parámetros fuera del límite permisible según los estándares de calidad 
ambiental (ECA) según el Decreto Supremo N° 004-2017-MINAM. Cuerpos de agua 
Categoría 4.  El resto de cuerpos de agua están dentro de los límites permisibles.  
Los cuerpos de agua que presentaron parámetros fisicoquímicos en promedio fuera del 
límite permisible, según la Tabla 3, fueron: la relavera Yanamate, la laguna Quiulacocha y 
la laguna Milpo.  
Asimismo, se determinó la concentración de metales pesados de las muestras obtenidas 
a partir de los cuerpos de agua (véase la Tabla 4): Aluminio, Antimonio, Arsénico, Bario, 
Berilio, Boro, Cadmio, Cinc, Calcio, Cobalto, Cobre, Cromo, Hierro, Magnesio, 
Manganeso, Mercurio, Molibdeno, Níquel, Plomo, Selenio, Talio. Todos los cuerpos de 
agua presentaron parámetros fuera del límite permisible según el ECA (Decreto Supremo 
N° 004-2017-MINAM. Cuerpos de agua Categoría 4).   
Los cuerpos de agua que presentaron concentraciones de metales (mg/L) fuera del límite 
permisible, según la Tabla 4, fueron: laguna Yanamate, la laguna Quiulacocha, lago Junín 
y laguna Huacracocha. 
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Tabla 3: Parámetros fisicoquímicos de las estaciones muestreadas (junio-noviembre 2015). 
 
* Nombres corregidos por el GEOCATMIN y base de datos de Hidrología del Autoridad Nacional del Agua. 
          : Concentraciones de metales reportados que superan el Estándar Calidad Ambiental (ECA) según 
Decreto Supremo N° 004-2017-MINAM 
 
ESTACIÓN NOMBRES DE ESTACIONES* 
pH Conductividad TDS Temperatura 
Unidad 
pH 
µS/cm Ppt ºC 
M10 Laguna Santa Catalina 4.6 8.4 0.09 0.04 
M11 Laguna Huacracocha 5.18 630 0.31 12.5 
M12 Lago Junín - pto 1 7.21 320 0.16 12.7 
M13 Lago Junín - pto 2 7.49 1050 0.52 11 
M14 Lago Junín - pto 3 7.90 430 0.21 13.5 
M15 Lago Junín - pto 4 7.72 260 0.13 13 
M16 Lago Junín - Puente Upamayo - pto 5 8.44 430 0.21 10.4 
M17 Lago Junín - Puente Upamayo - pto 6 7.46 420 0.21 11.2 
Promedio Lago Junín, junio 7.70 485 0.24 12.0 
M 12 Lago Junín 7.29 200 0.08 8 
M 14 Lago Junín 7.14 500 0.15 11.9 
M 16 Puente Junín-Upamayo 7.24 160 0.34 11 
M 17 Puente Junín-Upamayo 7.33 400 0.18 14 
Promedio Lago Junín, noviembre 7.25 315 0.19 11.23 
M18 Relavera Yanamate – relave – pto 1 2.58 4040.00 2.12 10.70 
M19 Relavera Yanamate – relave – pto 2 2.18 12320.00 6.27 13.60 
M20 Relavera Yanamate - relave - pto 3 3.32 9200.00 1.4 12.50 
Promedios laguna Yanamate junio 2015 2.69 6376.67 3.26 12.27 
M18-1 Relavera Yanamate – relave - 1 1.74 3999.00 2.00 10.00 
M18-2 Relavera Yanamate – relave - 2 1.71 3999.00 2.00 10.50 
M18-3 Relavera Yanamate – relave - 3 1.73 2173.00 1.085 11.00 
 Promedios laguna Yanamate noviembre 2015 1.73 3390.00 1.70 10.50 
M21 Laguna Milpo 7.14 3900 0.8 14 
M23 Relavera Quiulacocha – relave                           2.58 9200 4.57 6.9 
ECA (Decreto Supremo N° 004-2017-MINAM). Cuerpos de 
agua Categoría 4 
6,5 a 
9,0 
>1000 N.A. N.A. 
4
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5.2 Aislamiento de levaduras extremófilas  
 
Se aislaron 12 levaduras en medio YPG a pH 4.5 con diversas características 
morfológicas (Figura 13, 14, 15, 16, 17 y 18). Se presentaron 3 grupos predominantes 
según su comportamiento cultural (Tabla 5): El primer grupo son levaduras rosáceas 
y opacas, el segundo son levaduras blancas y mucosas, el tercero son levaduras 
secas de borde irregular. Las cepas 2LJJ1, 2RMP3, 2RHP5, pertenecen al primer 
grupo; las cepas 2LQCP4, 2RYP9, 2RMP1 al segundo y las cepas 4LYP0, 2LJJ6, 
2LHJ2 al tercero. 
 
Tabla 5: Levaduras aisladas de los cuerpos de aguas contaminadas por metales. 
 
 
 
 
CEPA LUGAR DE AISLAMIENTO COMPORTAMIENTO CULTURAL 
2LJJ1 Lago Junín, Junín. 
Rosácea, bordes definidos, mucoides, 
grandes, opacas. 
2LQCP4 
Relavera Quiulacocha, Cerro de 
Pasco. 
Secas, brillantes, color blanco, borde 
definido, opaca. 
2RMP2 Relavera Milpo, Cerro de Pasco. 
Rosácea, bordes definidos, mucoides, 
pequeñas, translucidas. 
4LYP0 
Relavera Yanamate, Cerro de 
Pasco. 
Mucoides, brillantes, color blanco, bordes 
definidos. 
2LJJ6 Lago Junín, Junín. 
Mucoides, brillantes, color blanco crema, 
borde definido. 
2RHP5 Relave Huarón, Pasco. 
Rosácea, borde definido, mucoides, 
cremosa, 
2RYP9 
Relavera Yanamate, Cerro de 
Pasco. 
Secas, borde irregular, blancas, perladas, 
opacas. 
2LHJ2 Laguna Huacracocha, Junín. 
Mucoides, brillantes, color blanco, borde 
definido, opaca. 
2RYP2 
Relavera Yanamate, Cerro de 
Pasco. 
Secas, brillantes, color blanco, borde 
definido. 
2LJJ2 Lago Junín, Junín. 
Rosácea, borde definido, mucoides, 
cremosa, 
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Figura 16. Cepa 4LYP0.  
Meyerozyma guilliermondii 
Figura 13. Cepa 2LQCP4.  
Rhodotorula mucilaginosa 
Figura 15. Cepa 2RMP3.  
Rhodotorula mucilaginosa  
Figura 14. Cepa 2RYP9.  
Rhodotorula toruloides 
Figura 18. Cepa 2LJJ6 
Yarrowia lipolytica 
Figura 17. Cepa 2LHJ2.  
Meyerozyma guilliermondii 
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5.3 Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) frente a metales 
pesados. 
La siguiente (Figura 19) presenta la concentración mínima inhibitoria de las levaduras 
aisladas. Se utilizaron los datos del anexo (Tabla 12) para determinar la CMI para las 
levaduras: 2LQCP4, 2RMP3, 4LYP0, 2LJJ6, 2RHP5, 2RYP9, 2LHJ2, 2RYP4, 2LJJ2, 
2LJJ1 y SC. 
Según el ensayo CMI frente a metales pesado, la cepa 2LJJ1 presentó mayor 
resistencia para todos los metales enfrentados. Se seleccionó la cepa 2LJJ1 para las 
siguientes pruebas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI). Se observó que la 
mayoría de las levaduras superaban concentraciones mayores de 50 mg/L. Las levaduras 
toleraron concentraciones mayores de cadmio (100 mg/L), seguidas por cobre (100 ppm) y en 
último lugar el cromo (50 mg/L). 
ppm 
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5.4 Determinación de la cinética de crecimiento  
Se determinó la cinética de crecimiento de la cepa 2LJJ1 (Figura 20) en medio YPG a pH 
4.5. En el Anexo, en la Tabla 19; se encuentran todos los datos de la Figura 20. Se 
determinó las fases de crecimiento de la levadura: fase de adaptación 0-48 horas, fase 
exponencial 53-88 horas, fase estacionaria 88-96 horas y la fase de muerte 96-121 horas. 
Se determinó dentro de la fase exponencial (Figura 21) que la tasa de crecimiento de la 
levadura (µ) fue 0.0181 h-1. 
 
 
 
 
 
 
0,00E+00
5,00E+08
1,00E+09
1,50E+09
2,00E+09
2,50E+09
3,00E+09
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Figura. 20: Cinética de crecimiento de la cepa 2LJJ1 durante 120 horas. Se observa una
logarítmica con una pendiente positiva pronunciada. La fase estacionaria es mínima y en seg
se observa la fase de muerte con una pendiente negativa pronunciada.  
50 
 
Figura. 21: Cinética de crecimiento fase exponencial. Tiempo (h) vs Log (UFC/mL). 
Se determinó la ecuación de la recta de la fase exponencial. A partir de la ecuación 
de la recta se determinó µ= 0.0181 hrs-1.  
 
5.5 Determinación de la concentración letal media (CL50) frente a metales pesados 
 
La concentración letal de la cepa 2LJJ1 para los metales fue la siguiente: cromo (Cr) 
60-40 ppm letal para el 50% de la población; cobre (Cu) 60 ppm letal para el 30% de 
la población; cobre (Cu) 80 ppm letal para el 47% de la población; cadmio (Cd) 40 
ppm letal para el 3% de la población; cadmio (Cd) 60 ppm para el 41% de la población 
; cadmio (Cd) 65 ppm para el 50% de la población; cadmio (Cd) 70 ppm para el 75% 
de la población; mercurio (Hg) 5 ppm para el 12% de la población y finalmente, para 
mercurio (Hg) 10 ppm el 46% de la población (Figura 22). Los datos del anexo (Tabla 
20) se utilizaron para determinar la concentración letal media CL50 para cada metal.  
 
y = 0,0181x + 7,8304
R² = 0,977
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5.6 Extracción de ácidos nucleicos 
 
5.6.1 Extracción de ADN 
Para la extracción de ADN, se determinó la concentración de ácidos nucleicos y la pureza 
(ABS 260/280) en el Nanodrop a partir de las levaduras aisladas (Tabla 6). La corrida 
electroforética de los ADN se observa en la Figura 23. 
 
 
Figura. 22: Porcentaje de células viables vs concentración metal (ppm). Se determinó 
la concentración letal que tiene actividad citotóxica sobre el 50% de la población de 
levaduras. Para los metales cromo (Cr) 40-60 ppm; cobre (Cu) 80 ppm; cadmio (Cd) 65 
ppm; mercurio (Hg) 10 ppm.  
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N° CEPA 
Concentración de ácidos 
nucleicos (µg/ µL) 
ABS. 
260/280 
1 2LQCP4 50 2.11 
2 2RMP3 70 2.23 
3 4LYP0 300 2.12 
4 2LJJ6 330 2.11 
5 2RHP5 150 2.18 
6 2RYP9 50 2.10 
7 2LHJ2 200 2.18 
8 2RYP4 30 1.98 
9 2LJJ2 400 2.17 
10 2LJJ1 450 2.21 
11 SC 250 2.12 
Figura 23. Electroforesis de la extracción de ADN. Agarosa al 1.5% TAE 1x 100v x 30 
minutos. Los ácidos nucleicos se encuentran enumerados en los carriles del 1 al 11 (1) 
2LQCP4 (2) 2RMP3 (3) 4LYP0 (4) 2LJJ6 (5) 2RHP5 (6) 2RYP9 (7) 2LHJ2 (8) 2RYP4 
(9) 2LJJ2 (10) 2LJJ1 (11) SC. Se observa bandas definidas de ADN genómico. Estas 
bandas fueron de alta y baja intensidad.  
ADN genómico 
 1          2         3         4         5        6         7         8        9       10      11  
Tabla 6: Determinación de la concentración de ácidos nucleicos y absorbancia a partir 
de la extracción de ADN. Las absorbancias a 260/280 nm son mayores 2. Indica la 
presencia de residuos de ARN en nuestra extracción de ADN. 
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5.6.2 Estandarización de la extracción de ARN 
 
Se extrajo ARN de la cepa 2LJJ1 a las 78 horas de cultivo en 3 condiciones: (Tabla 
7). En la 1era condición, en ausencia de estrés por metal, la concentración de ácidos 
nucleicos sin tratamiento con DNAsas fue 270 ng/µL y con tratamiento 180 ng/µL. 
En la 2da condición, en presencia de la CL50 del metal Cu, la concentración de 
ácidos nucleicos sin tratamiento con DNAsas fue 90 ng/µL y con tratamiento 60 
ng/µL. En la 3era condición, en presencia de la CL50 del metal Cd. la concentración 
de ácidos nucleicos sin tratamiento con DNAsas fue 120 ng/µL.y con tratamiento 80 
ng/µL. 
Asimismo, también se extrajo ARN de la cepa Saccharomyces cerevisiae (SC) en 
ausencia de estrés por metal. Se obtuvo que la concentración de ácidos nucleicos 
sin tratamiento con DNAsas fue 50 ng/µL y con tratamiento 30 ng/µL. La corrida 
electroforética de las muestras de ARN se puede observar en la Figura 24.      
 
Tabla 7: Determinación de la concentración de ácidos nucleicos (ARN). ARN antes del 
tratamiento y después del tratamiento con DNAsas. 
 
Se observa la actividad de la DNAsas sobre los ácidos nucleicos, hay disminución de la 
concentración de los ácidos nucleicos en todos los tratamientos enzimáticos. 
 
 
 
CEPA CONDICIÓN 
Concentración de ácidos  
nucleicos antes del tratamiento 
con DNAsas (ng/µL) 
Concentración de ácidos de 
nucleicos después del tratamiento 
con DNAsas (ng/ µL ) 
ABS. 
260/280 
2LJJ1 
Sin exposición 
al metal 
270 180 2.01 
2LJJ1 CL50 del Cu 90 60 2.03 
2LJJ1 CL50 del Cd 120 80 2.01 
SC 
Sin exposición 
al metal 
50 30 2.04 
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Figura 24: Electroforesis de la extracción de ARN en condiciones de CL50 frente a metales 
pesados. Agarosa al 2.5% TAE 1, a 100v x 80 minutos. Los ácidos nucleicos se encuentran 
enumerados en los carriles del 2 al 5 (2) 2LJJ1 sin metales (3) 2LJJ1 CL50 Cu (4) 2LJJ1 CL50 
Cd (5) SC sin metales. Se observan 3 bandas definidas: ARNr 28s, ARNr 16S, ARNr 5.8S. 
 
5.7 Búsqueda de genes 
5.7.1 Genes de expresión diferenciada en levaduras 
 
Para la minería de datos; se seleccionaron los genes de la levadura modelo 
Saccharomyces cerevisiae. Se seleccionaron aquellos genes de expresión 
diferencial reportados por Jin et al. (2008). La información se encuentra en una tabla 
en formato excel con el siguiente código doi: 10.1371/journal.pgen.1000053.s003. 
Para la selección de aquellos genes se tomaron 2 criterios: el primero, que los genes 
presentaron un "fold change" mayor a 2.5 (Tabla 8) y menor a 2.5 (Tabla 9). El 
segundo, la exposición a los metales seleccionados; para los ensayos de la presente 
investigación los metales seleccionados fueron los siguientes: Cadmio (Cd), Cobre 
(Cu), Cromo (Cr), Mercurio (Hg). 
1       2         3       4       5 
Subunidad ribosomal 28S 
Subunidad ribosomal 18S 
Subunidad ribosomal 5.8S 
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Tabla 9. Genes seleccionados para el diseño de cebadores como potenciales marcadores Genes 
de expresión diferencial menor a -2.5 en cadmio (Cd), cromo (Cr), cobre (Cu), mercurio (Hg). 
Tabla 8. Genes seleccionados para el diseño de cebadores como potenciales marcadores 
Genes de expresión diferencial mayor a 2.5 en cadmio (Cd), cromo (Cr), cobre (Cu), mercurio 
(Hg). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El número de genes de expresión diferencial mayor a 2.5 fue 24 y menor a -2.5 fue 
32. Aquellos genes fueron comparados en la base de datos Saccharomyces 
Genome Database (SGD) y en la base de datos del National Center Biotechnology 
Institute (NCBI), en la sección gene. En la base de datos SGD se encontró todos los 
Genes de expresión diferencial mayor a 2.5  
N° GEN N° GEN N° GEN 
1 TPO2 9 COB 17 YOX1 
2 YDR222W  10 LSM9  18 ARX1 
3 AQR1  11 RPS8A  19 GOT1  
4 HCS26 12 RSA4  20 FTR1 
5 YRO2 13 PTR2 21 SMF3 
6 AI1  14 NOG2 22 MET14 
7 FET3 15 SRP40 23 MET3 
8 ENA1 16 MIG2 24 ATM1 
Genes de expresión diferencial menor a -2.5  
N° GEN N° GEN N° GEN 
1 YHR209W 12 YMR206W  23 IDP3 
2 STF2  13 YER121W  24 YNL194C  
3 CAT8 14 HXT7 25 ARO10 
4 CTR1 15 GPH1 26 GLP1  
5 ARG1 16 YNR073C  27 MAL32 
6 COX5B 17 CWP1 28 HXT6 
7 HXK1 18 YBR033W  29 YER067W 
8 PEX18 19 EMI2 30 MAL12 
9 YLR331C  20 OPI3 31 YLR327C  
10 YBR139W 21 GCV1   
11 SHM2 22 YLR271W   
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reportes para cada gen en Saccharomyces cerevisiae. Sin embargo, en la base de 
datos del NCBI; no se encontraron los siguientes genes reportados para expresión 
diferencial mayor a 2.5: YDR222W, y para expresión diferencial menor a -2.5: 
YLR331C, YMR206W, YER121W, YNR073C, YBR033W, YLR271W, MAL32 y 
YLR327C. El número de genes expresión diferencial se redujeron. Para los genes 
de expresión diferencial mayor a 2.5 fue 23 y para los menor a 2.5 fue 24. 
 
5.7.2 Levaduras reportadas en lagunas contaminadas por metales pesados o 
ensayos de resistencia 
Se realizó un listado de especies de levaduras reportados en lagunas contaminadas 
por metales pesados o ensayos afines realizados (Tabla 10). 
 
Tabla 10. Levaduras reportadas en lagunas contaminadas o ensayos de resistencia y sus 
referencias bibliográficas respectivas. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
5.7.3 Búsqueda regiones homólogas por Blastp en levaduras  
 
Se realizó la búsqueda de regiones homólogas en el base de datos del NCBI por la 
herramienta Basic local alignment search tool protein (Blastp) para los genes de 
expresión diferencial. No se encontraron regiones homólogas para los siguientes 
genes de expresión diferencial mayor a 2.5: SRP40, MIG2, ARX1, PTR2, TP02, 
N° LEVADURA 
REFERENCIA 
BIBLIOGRAFICA 
1 Rhodosporodium mucilaginosa Kan et al., 2018 
2 Saccharomyces cerevisiae Jin et al., 2008 
3 Meyerozoyma guillermondii  Orbegozo et al., 2008 
4 Yarrowia lipolytica Bankar et al., 2018  
5 Neurospora crassa  Kneer et al., 1992 
6 Cryptococcus sp Singh et al., 2013 
7 Candida sp Harrison et al., 2007 
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HCS26. Asimismo, los genes de expresión diferencial menor a 2.5: CAT8, CTR1, 
ARG1, PEX18, SHM2, HXT7, CWP1, OP13, GCV1, IDP3, ARO10 y GLP1. Se redujo 
el número de genes de expresión diferencial, para los genes mayores a 2.5 fue 17 
y para los menores a 2.5 fue 12. 
 
5.7.4 Búsqueda regiones homólogas por Blastp en levaduras reportadas en lagunas 
contaminadas por metales pesados o ensayos de resistencia. 
 
Se realizó la búsqueda en la base de datos del NCBI. Se utilizó la herramienta Blastp 
para la búsqueda de regiones homólogas y se seleccionaron aquellos genes que 
presentaron regiones homólogas en levaduras reportadas en lagunas contaminadas 
por metales pesados o ensayos de resistencia. En la Tabla 11, se reportan la 
evaluación de las regiones homólogas entre los genes de expresión diferencial 
mayor a 2.5 reportada de la Tabla 8 y las especies de levaduras reportadas de la 
Tabla 10. En la Tabla 12 se evaluó las regiones homólogas entre los genes de 
expresión diferencial menor a 2.5 reportada de la Tabla 9 y las especies de 
levaduras reportadas de la Tabla 10.  
5
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5.7.5  Metalotioneínas en levadura CUP1  
 
Se seleccionó el gen CUP1 reportado en Saccharomyces cerevisiae. El gen 
CUP1 codifica la metalotioneína que tiene la capacidad de quelar cobre 
(Katju et al., 2009). En su trabajo reporta los siguientes cebadores:  
F: GCCAATGTGGTAGCTGCAAA y R: TCAGACTTGTTACCGCAGGG. Los 
cebadores amplifican una región de 103 nt en Saccharomyces cerevisiae. 
 
5.7.6  Fitoquelatinas (PRC1), cistationina beta sintasa (CYS4) factor de 
transcripción - dedos de zinc (ACE2) 
Se seleccionaron los genes referenciados a resistencia metales: PRC1 que 
codifica fitoquelatina, quelante de metales pesados (Clemens, 2006), CYS4 
que codifica la enzima cistationina beta sintetasa. Cataliza la síntesis de 
cistationina a partir de serina y homocisteína y ACE2 que codifica el factor 
de transcripción de la metalotioneina (Butler y Thiele, 1991). 
 
5.7.7  Control endógeno ACT1  
 
Se seleccionó el gen ACT1, gen que codifica la β-actina presente en los 
microtúbulos. Se seleccionó como gen para control endógeno. Gen que no 
presenta cambios de expresión frente a metales pesados (Cankorur-
Cetinkaya et al., 2012). 
 
La descripción de los genes seleccionados se encuentra en la sección Anexo - 
Tabla 24. 
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5.8 Diseño de cebadores  
 
5.8.1 Diseño de cebadores por consenso degenerado de oligo primers 
(CODEHOP) 
Se buscaron los genes homólogos en otras especies de levaduras. Se 
utilizaron los genes de las Tablas 11, y 12. Asimismo se utilizaron los genes 
reportados en la sección 5.7.6. Se descargaron las secuencias de la base 
de datos del NBCI en formato fasta  (Tabla 22). En el caso de las secuencias 
nucleotídicas, solo se descargaron las secuencias codificantes (cds). Para 
el diseño de cebadores por consenso degenerado de híbridos oligo primer 
(CODEHOP) se siguió la metodología propuesta en la presente 
investigación. Para graficar el procedimiento del diseño del cebador 
degenerado se utilizó como modelo el gen ATM1 (Figura 36 y Figura 37):  
Como resultado se obtuvieron los cebadores de los siguientes genes: ATM1, 
GPH1, CYS4, ENA1, PCS, ACE. (Tabla 13) 
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Tabla 13: Cebadores degenerado diseñados a partir de los genes seleccionados como potenciales 
marcadores de expresión frente a metales pesados. Se diseñaron con un tamaño menor 300 pb. 
El número máximo de combinaciones para los cebadores degenerados fue 16. 
 
 
 
 
 
 
 
 
N° combinaciones*: Se obtiene por la permutación de las posibles bases que conforman un codón para un mismo 
aminoácido dentro del cebador diseñado. 
 
 
 
5.8.2 Diseño de cebadores no degenerados 
Para el diseño de cebadores no degenerados se siguió la metodología 
propuesta por Abd-Elsalam (2003). En nuestra investigación la metodología 
se aplica para el diseño de cebadores del gen ACT1. Gen que codifica 
microtúbulos beta actina. Asimismo, para el gen CUP1, gen que codifica la 
metalotioneína. Proteína capaz de quelar el cobre. Tabla 14 
 
 
 
 
N° Nombre Secuencia Tm (°C) 
Tamaño del 
amplicon 
N° 
combinaciones* 
1 Seq1_F_ATM1 GAT CGA GGA ACN AAR GGY AT  53.1 
121 
16 
2 Seq2_R_ATM1 TA GGT CAA AAT BCC RCA RAC   52.1 12 
3 Seq5_F_GPH1 G CAG ATC ATC TAY GAY ATC AA 49.6 
168 
4 
4 Seq6_R_GPH1 T AGC AAC ACC RTT RAC CTT GTG 55.5 4 
5 Seq7_F_CYS4 GGT AAC ACC GGT ATH GG  50.2 
150 
3 
6 Seq8_R_CYS4 CCA AGC AGC TTC RGT NGG RGT  61 16 
7 Seq9_F_ENA1 GGT GCC CTA TCN ATG ATY CC 55.1 
154 
4 
8 Seq10_R_ENA1 AG CTT GTC RGA RCA RAT 49.6 8 
9 Seq11_F_PRC1 AAC ATG CTC GAY TGY TGY  52.8 
297 
8 
10 Seq12_R_PRC1 CTT GAA TCK VGC RAC GTC 52.8 12 
11 Seq13_F_ACE2 GG TCG CAT ATT CAR ACM CAT 52.8 
245 
8 
12 Seq14_R_ACE2 AG ATC GTG CTG TCG WAC AAA 54.3 2 
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Tabla 14: Cebadores no degenerados diseñados a partir de los genes Cup1 y Act como 
potenciales marcadores. Se diseñaron con un tamaño menor 300 pb. 
 
 
 
Asimismo, se determinó los parámetros físico químicos para las estructuras 
secundarias de los cebadores (véase la Tabla 23). 
 
5.9 Caracterización molecular de levaduras por reacción en cadena de 
polimerasa (PCR) 
 
A partir del secuenciamiento de la región LSU D1/D2 de la subunidad mayor se 
obtuvieron entre 600 y 700 pares de bases (pb) (Figura 26). Se identificaron los 
géneros: Rhodotorula, Meyerozoyma, Yarrowia. Dentro del género Rhodotorula 
se identificaron Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula toluroides. Para el género 
Yarrowia se identificó Yarrowia lipolytica. Para el género Meyerozoyma se 
identificó la especie Meyerozoyma guillermondii.  Asimismo, se identificó una 
levadura como control positivo SC. Esta levadura de pan corresponde a la 
industria Maurivin identificada por el proveedor como Saccharomyces cerevisiae 
var. bayanus. El código de acceso de cada cepa identificada corresponde: 2LJJ1, 
2LQCP4, 2RMP3, 4LYP0, 2LJJ6, 2RHP5, 2RYP9, 2LHJ2, 2RMP1, 2LJJ2 y SC. 
Véase la Tabla 10.  Se realizó un árbol filogenético de las levaduras identificadas. 
Se utilizó el software Mega X (Figura 25). 
 
 N° Nombre Secuencia Tm (°C) 
Tamaño del 
amplicon 
1 Cup1 F GCCAATGTGGTAGCTGCAAA 56.4 
103 
2 Cup1 R TCAGACTTGTTACCGCAGGG 57 
3 Act_F GTATCATGGTCGGTATGGG 52.2 
146 
4 Act_R GAAAGTGTGGTGCCAG 50.6 
64 
 Tabla 15: Identificación molecular mediante marcadores de la región LSU D1/D2 
subunidad mayor ribosomal. 
 
*Gb: genbank 
 
 
 
 
CEPA LUGAR ESPECIE 
CODIGO 
ACCESO GB. 
IDENTI-
DAD 
COBE-
RTURA 
CODIGO 
NCBI 
COMPARADO 
2LJJ1 Junín 
Rhodotorula 
mucilaginosa 
MH656393.1 100% 100% MG009569.1 
2LQCP4 Quiulacocha 
Rhodotorula 
mucilaginosa 
MG018366.1 100% 100% MK156747.1 
2RMP3 Milpo 
Rhodotorula 
mucilaginosa 
MH656361.1 100% 100% LC435600.1 
4LYP0 Yanamate 
Meyerozyma 
guilliermondii 
MH656384.1 100% 100% MH978867.1 
2LJJ6 Junín Yarrowia lipolytica MH656368.1 99% 100% MK156747.1 
2RHP5 Huaron 
Rhodotorula 
mucilaginosa 
MH656371.1 100% 100% MG588939.1 
2RYP9 Yanamate Rhodotorula toruloides MH656372.1 100% 100% MH978881.1 
2LHJ2 Huacracocha 
Meyerozyma 
guilliermondii 
MG018368.1 99% 98% MK028824.1 
2RYP4 Yanamate Pichia fermentans MH656377.1 99% 98% MF462777.1 
2LJJ2 Junín 
Rhodotorula 
mucilaginosa 
MH656364.1 100% 100% MH880169.1 
SC - 
Saccharomyces 
cerevisiae 
MH656391.1 100% 100% MG641147.1 
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Rhodotorula mucilaginosa MH656361 
Rhodotorula mucilaginosa MH656371 
Rhodotorula mucilaginosa MH656393 
Rhodotorula mucilaginosa NG055716 
 
Rhodotorula toruloides FJ515269 
Rhodotorula toruloides MH656372 
Rhodotorula toruloides MH656364 
Saccharomyces cerevisiae KX428530 
Saccharomyces cerevisiae LC336458 
Meyerozyma guilliermondii MH656384 
Meyerozyma guilliermondii MG018366 
Meyerozyma guilliermondii MG018368 
Meyerozyma guilliermondii LC430101 
Pichia fermentans MH656377 
Pichia fermentans MF462777l 
Yarrowia lipolytica MH656368 
Yarrowia lipolytica MH978867 
0.025 
0.019 
0. 186 
0.050 
0.086 
0.139 
0.037 
0.252 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.05
Figura 25. Filogenia Molecular determinada a partir del marcador de la subunidad 
mayor ribosomal LSU D1/D2 de las levaduras aisladas. El análisis se realizó por el 
método de máxima parsimonia. El cuál se basó en el modelo de Tamura-Nei. Se 
analizaron 17 secuencias nucleotídicas, de las cuales 11 son nativas del presente 
estudio y 6 son cepas referenciadas del genbank (color negro) 
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5.10 Reacción de polimerasa en cadena (PCR) para la amplificación de los 
cebadores diseñados. 
 
Los cebadores degenerados que amplificaron fueron los siguientes: Ace2 (Figura 
27) y GPH1 (Figura 28). Asimismo, los cebadores diseñados ACT y CUP1 también 
amplificaron (Figura 29). Los ADN que se utilizaron en la prueba fueron las del 
presente estudio 2LJJ1 y SC. También se utilizaron el ADN de las cepas 2RYP4 y 
2LJJ6.  
0        1       2         3         4      5       6        7        8       9      10    
100 pb 
200 pb 
300 pb 
400 pb 
500 pb 
600 pb 
1000 pb 
Figura 26. Tamaño de los amplicones de la región LSU D1/D2 de la subunidad ribosomal 28S. 
Agarosa 1.8% TAE 1x 80v x 80 minutos. Ladder 100 pb. Los amplicones se encuentran 
enumerados en los carriles del 0 al 10. (0) Ladder 100 pb, (1) SC, (2) 2LJJ1, (3) 2RMP3, (4) 4LYP0, 
(5) 2LJJ6, (6) 2RHP5, (7) 2LQCP4, (8) 2RYP9, (9) 2LHJ2, (10) 2RYP4. Se determinó que el peso 
molecular de los productos de PCR es alrededor de los 600 pb. 
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5.11 Estandarización de la síntesis de DNAc a partir del ARNm. 
A partir de la extracción de ARN (5.7.2) se sintetizó ADN complementario (ADNc). 
Se obtuvieron los siguientes resultados según la exposición a metales pesados para 
la cepa 2LJJ1 (Tabla 16). La concentración de ácidos nucleicos en levaduras no 
expuestas a metales pesados fue 1800 (ng/µL) con una absorbancia 260/280 1.80. 
A partir de las levaduras expuestas a concentración letal media (CL50) de Cu y Cd; 
se determinó, que la concentración de ácidos nucleicos fue 1779 y 1781 (ng/µL) y 
una absorbancia 260/280 1.78 y 1.81; respectivamente.  
Asimismo, se determinó la concentración de ácidos nucleicos ausencia de estrés 
por metal. En la cepa SC.  La concentración fue 1819 (ng/µL) con una absorbancia 
260/280 1.82 
Tabla 16: Concentración de ácidos nucleicos de ADNc a partir del ARNm.  
 
Concentración de ácidos nucleicos de ADNc a partir del ARNm de la cepa 2LJJ1. 
La extracción de ARNm se realizó en levaduras sin exposición de metales. 
Asimismo, se realizó la extracción de ARN en levaduras expuestas a metales (Cu y 
Cadmio). Se tomó como cepa control la cepa Saccharomyces cerevisiae (SC) sin 
exposición a metal. 
 
 
 
 
CEPA CONDICION DE ESTRÉS 
Concentración de ácidos de 
nucleicos 
ABS. 260/280 
2LJJ1 SIN EXPOSICION AL METAL 1800 1.80 
2LJJ1 CL50 Cu 1779 1.78 
2LJJ1 CL50 Cd 1781 1.81 
SC  SIN EXPOSICION AL METAL 1819 1.82 
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6 DISCUSIÓN  
 
La definición de extremófilo, característica inherente en microbiología a aquellos 
microorganismos capaces de crecer en zonas ''extremas '' determinadas. La 
pregunta surge, determinada ¿por quién? Aunque esta parece sencilla y lógica, hay 
tres cuestiones filosóficas que requieren una mayor exploración. Primero, ¿qué es 
''extremo''? Depende del enfoque. La extremofilia se basa en definiciones 
antropocéntricas Para explicar las deficiencias de la visión antropocéntricas doy 2 
ejemplos de una condición ''extrema'': aquellos microorganismos como un termófilo 
que muere a 21 °C y un piezófilo que muere a una presión atmosférica normal. 
Segundo, hay aspectos ecológicos para definir organismos extremotolerantes y 
extremófilos. Asimismo, ambas definiciones pueden ser fácilmente confundidas 
porque hay pocas diferencias entre ambos conceptos. Tercero, debe definirse si un 
extremófilo tiene que mostrar su fisiología extrema durante todas las etapas de 
crecimiento y en todas las condiciones dadas (Rothschild y Mancinelli, 2001). 
La mayoría de los ambientes extremadamente ácidos están asociados con la 
minería de metales y carbón (Cavicchioli y Torsten 2000). El agua de drenaje ácido-
mina es un ejemplo de un ambiente ácido y es un modelo interesante para obtener 
una mejor comprensión de la vida en condiciones ácidas y para dilucidar las bases 
de la supervivencia. En nuestro caso, las levaduras fueron aisladas en condiciones 
de pH ácido, a bajas temperaturas y a altas concentraciones de metales pesados. 
El concepto integro de nuestras levaduras estaría orientado a las extremófilas. 
Asimismo, estas levaduras son capaces de tolerar ambientes extremos. Sin 
embargo, los verdaderos extremófilos exhiben un crecimiento y una fisiología 
óptima en condiciones extremas (de Silóniz et al. 2002b). 
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Se identificaron 5 especies de levaduras por el marcador LSU D1/D2 de la 
subunidad ribosomal 28S Rhodotorula mucilaginosa, Meyerozyma guilliermondii, 
Yarrowia lipolytica, Rhodotorula toruloides, Pichia fermentans predominantes de los 
cuerpos de agua de la sierra central del país.  Orbegozo (2008) reporta la especie 
Picchia guillermodii (Meyerozyma guillermondii). Libkind, en el 2009, reporta 
aislamiento de levaduras en 5 lagos de la Patagonia, logro aislar 20 especies: 10 
especies de  levaduras pigmentadas (Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula 
babjevae, Rhodotorula laryngis, Rhodotorula minuta, Dioszegia hungarica, 
Dioszegia fristingensis, Sporobolomyces ruberrimus, Sporobolomyces 
longiusculus, Sporobolomyces marcillae, Rhodosporidium diobotavum) y 10 
levaduras no pigmentadas (Candida coipomoensis, Leucosporidiella creatinivora, 
Leucosporidiella muscorum, Cryptococcus albidus, Venturia hanliniana, 
Cryptococcus antarticus, Cryptococcus gastricus, Cryptococcus saitoi, 
Hanseniaspora opuntiae, Aureobasidium pullulans). La diversidad de levaduras 
aisladas en esta investigación difiere con reportada con Libkind, este investigador 
aisló muestras de cuerpos de agua entre los 1300 a 1700 m.s.n.m. Además, las 
condiciones fisicoquímicas difieren sustancialmente con las reportadas en el 
presente trabajo. En el caso de Libkind trabajó con agua prístinas (pH: 7 -8); sin 
embargo, en la presente investigación el monitoreo se realizó en aguas acidas 
cercanas a pH 2 y contaminadas con relaves mineros, con altas concentraciones 
en metales pesados, pHs extremófilos ácidos, temperaturas bajas, restringiendo 
solo el crecimiento de levaduras adaptadas a estas condiciones extremas.   
Aún hay mucho por descubrir sobre la diversidad de levaduras en diversas zonas 
del planeta inexploradas. Esta brecha de conocimiento demorará mucho tiempo en 
cerrarse en tanto aún no sean explorados los hábitats ocupados por estos 
organismos. (Barriga et al., 2011). 
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Por otra parte, la taxonomía de las levaduras enfrenta desafíos en términos de las 
especies ya que con frecuencia las levaduras se vuelven a reclasificar. Para 
contraponer esta deficiencia, las técnicas moleculares desarrolladas durante los 
últimos 30 años son muy valiosas para la investigación. Los enfoques moleculares 
son fundamentales para su identificación y clasificación de las levaduras. Es 
importante entender que muy pocas levaduras (<1% de los aproximadamente 1,5 
millones de especies de levaduras que se cree que existen) han sido secuenciadas 
a partir de los marcadores de la región LSU. Las levaduras son un grupo 
extremadamente diverso, y como tal, no existe una panacea para la identificación 
de todos los grupos. Es posible que uno esté trabajando con una levadura no 
descrito/desconocido que no ha sido previamente secuenciado (Raja, 2017). La 
metagenómica es una herramienta fundamental para poder romper estos 
paradigmas. La metagenómica como tal nos revela la diversidad “total” de levaduras 
presentes en un ecosistema a través de un marcador. Es importante depositar las 
secuencias en el GenBank, para enriquecer el banco de genes a la vez determinar 
si ya fueron identificados. Asimismo, los métodos “quimiotaxonómicos” son 
complementarios para caracterizar las cepas de levadura. Las levaduras se pueden 
caracterizar de acuerdo a su pigmentación. En este estudio se reporta diferente 
tipos de pigmento de acuerdo al género y especie de levaduras. Pigmentación 
rosada y con secreciones: Rhodotorula mucilaginosa y Rhodotorula toruloides; y 
pigmentación blanca: Meyerozyma guilliermondii, Yarrowia lipolytica, Pichia 
fermentans, sin embargo, aunque la coloración sea igual existen diferencias como 
la textura, brillo, olor, viscosidad entre las mismas especies.  
Por ejemplo, en la producción de triacilglicerol, Xu et al., (2012) trabajó con 
Rhodosporidium toruloides (Rhodotorula toluroides), levadura con potencial 
aplicación en la industria de biodiesel. Esta levadura puede acumular lípidos 
intracelulares hasta en un 60% de peso seco y transformarlos a otros lípidos; de 
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glicerol a triacilglicerol. Así el triacilglicerol puede utilizarse para la producción de 
biodiesel. Asimismo, en la investigación de Yamada et al., (2017); evaluó, a nivel 
transcripcional, la producción de ácidos grasos en cepas mutadas de 
Rhodosporidium toluroides.  
La cinética de crecimiento de nuestra cepa, del presente trabajo Rodothorula 
mucilaginosa, duro alrededor de las 120 horas. Se determinó que el mayor número 
de unidades formadoras de colonias por mL (UFC/mL) fue 24 x 108 entre 88 horas 
y 96 horas. La cinética paso de forma directa de la fase exponencial a la de muerte, 
siendo nula la fase estacionaria. Hari (1993) realizo cinéticas de crecimiento para 
determinar las condiciones óptimas de producción de biomasa de la cepa 
Rhodhotorula rubra para fines biotecnológicos, la cinética duro cerca de 150 horas 
y determino que la mayor producción de masa fue 18 mg/mL. a las 80 horas.  
Asimismo, la cinética de crecimiento paso de forma directa de la fase exponencial 
a la de muerte, similar a la nuestra, obviando la fase estacionaria. Hari determino 
un mayor rendimiento de biomasa con el medio YM (extracto de levadura/extracto 
de malta medio, DIFCO). Este medio está compuesto por dextrosa, peptona y 
extracto de levadura. Similar a nuestro medio, utilizamos peptona (10 g/L), extracto 
de levadura (5 g/L), D-glucosa (30 g/L), el rendimiento de biomasa con nuestro 
medio fue menor, en comparación con el medio YM. 
 
Se determinó que la concentración letal media (CL50) de nuestra levadura nativa 
Rhodotorula mucilaginosa, cepa 2LJJ1, para los metales cobre (Cu), mercurio (Hg) 
y cromo (Cr) son cercanos a los reportados por Jin (2008) con algunos metales. En 
el cual trabajó con una levadura de pan Saccharomyces cerevisiae, reporta que la 
CL50 para los metales: Cu 7 mM, Cd 0.025 mM, Hg 0.047 mM y Cr 0.9 mM. En 
comparación con nuestra cepa 2LJJ1 Rhodotorula mucilaginosa, la CL50 con los 
metales: Cu 1.42 mM, Cd 0.58 mM, Hg 0.05 mM y para el Cr entre 0.7-1.15 mM. 
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Según Jin, la CL50 para el Cu, fue 7 mM con Saccharomyces cerevisiae (cepa 
mutante), cerca de 5 veces más resistentes que la levadura del presente trabajo. 
Contrario con el Cd, Jin reporta la CL50 fue 0.025 mM, nuestra cepa presenta el 
doble de resistencia. 0.58 mM. 
Nuestra cepa nativa presenta diferencias en la CL50 en comparación con la cepa 
mutante de Jin. Las cepas mutantes fueron modificadas a nivel del genoma, en 
estas se incorporaron los genes kanMX (resistencia a Kanamicina), ADE2 (enzima 
que cataliza la biosíntesis de nucleótidos de purina) y MET15 (enzima que cataliza 
la biosíntesis de nucleótidos de metionina). Estos genes fueron incorporados a 
Saccharomyces cerevisiae, para estudios de expresión, que influyen en las rutas 
metabólicas a la resistencia frente los metales pesados, excepto para el Cd. 
Nuestros estudios de CL50 en levaduras nativas de lagunas Altoandinas impactadas 
con relaves mineros, presentan CL50 mayores para Cd y menores para Cu y Cr. En 
nuestra levadura Rhodotorula mucilaginosa estos resultados son esenciales para 
estudiar la expresión diferencial de genes y proteínas en condiciones de estrés 
frente a estos metales pesados. Las levaduras siempre tienen que responder frente 
a un estímulo de su entorno y poder estudiar dicha respuesta. Esta respuesta puede 
ser evaluada en PCR en tiempo real. Sin embargo, es necesario poder amplificar 
los genes que expresan las proteínas en respuesta a un estímulo por metales 
pesados. Para amplificar dichos genes es necesario el diseño de cebadores que 
puedan cumplir dicha función.  
En respuesta a esta necesidad diseñamos cebadores degenerados y cebadores; a 
partir de los genes citados diversos autores (Jhin et al, 2008). Asimismo, para los 
genes que fueron reportados en otras literaturas. Para la selección de genes, no 
todos estaban reportados en diferentes levaduras, según el NCBI, su base de datos 
carece de individuos modelo para tomar sus secuencias aminoacídicas y 
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nucleotídicas, y posteriormente alinearlas. Para la selección se descartaron 
aquellos genes codificantes que no presentaban por lo menos 5 organismos modelo 
en la taxa Fungi.  
Peterson y Kurtzman (1991) determinaron 2 dominios del ARN ribosómico (ARNr) 
de la subunidad mayor (28S) para resolver especies que eran variables a la 
identificación de otros marcadores. Kurtzman y Robnett (1998) ampliaron el trabajo 
anterior mediante la secuenciación de ambos dominios 1 y 2 (aproximadamente 600 
nucleótidos) de ADN ribosomal 26S (ADNr) para todas las levaduras conocidas. 
Proporcionaron así una base de datos disponible universalmente para la 
identificación rápida de especies conocidas, la detección de nuevas especies, y 
colocación filogenética inicial de las especies.  Si aceptamos que se conoce menos 
del 1% de las especies existentes y que las tecnologías de secuenciación actuales 
permiten la detección rápida de nuevas especies, el factor limitante para presentar 
nuevas especies es el tiempo requerido para la descripción formal, que incluye 
información sobre estados vegetativos y sexuales, fermentación y reacciones de 
asimilación, y donde se aisló. 
Kurtzman y Fell (1998) utilizaron la base de datos D1/D2 para el estudio taxonómico 
de levaduras.  Detectaron un gran número de nuevas especies. El número de 
especies conocidas se duplico desde la publicación de la cuarta edición más 
reciente ''THE YEAST''. En nuestra investigación nos permitió identificar de forma 
rápida y precisa las levaduras aisladas. Se identificaron la cepas 2LJJ1, 2LQCP4, 
2RMP3, 4LYP0, 2LJJ6, 2RHP5, 2RYP9, 2LHJ2, 2RYP4, 2LJJ2 y nuestra levadura 
Saccharomyces cerevisiae (Sc). Se secuencio aproximadamente 600 nucleótidos y 
se realizó la búsqueda de BLAST en GenBank.  
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El enfoque de nuestra discusión sobre la identificación de especies a partir de 
secuencias de genes ha estado en el ADNr. Una de las principales ventajas del 
ADNr es que está presente en todos los organismos vivos, tiene un origen evolutivo 
común, se presenta como copias múltiples y es fácil. Sin embargo, la necesidad de 
múltiples cebadores parece ser un problema común para nuevas especies de 
levaduras. También, la secuenciación de genes codificantes debido a las frecuentes 
sustituciones de nucleótidos. 
 
Durante mucho tiempo se ha pensado que las duplicaciones de genes son una 
fuerza impulsora importante en la evolución biológica. Este mecanismo proporciona 
una copia adicional que luego puede modificarse para producir una "función nueva" 
(Ohno 1970) sin perder, al menos al principio, la función original y, por lo tanto, sin 
riesgo. La importancia de este mecanismo en la evolución ya se ha evidenciado en 
muchos casos, Wolfe y Shields (1997) han propuesto que se produjo una 
duplicación global del genoma antes de la especiación de Saccharomyces (sensu 
stricto). Esto parece ser confirmado por el análisis de la secuencia completa de 
Kluyveromyces waltii (Kellis et al. 2004). Los análisis adicionales de los diversos 
genomas ahora a nuestra disposición revelaron una gran variedad de eventos que 
pueden superponer sus efectos anteriores o posteriores al evento de duplicación 
global. 
Uno podría preguntarse si la comparación de secuencias genómicas codificantes, 
propuesta en la presente investigación, puede ayudar a descubrir secuencias 
conservadas funcionalmente. En la búsqueda de genes ortólogos se descartó las 
regiones intergénicas. Las principales razones son: 1. Las regiones intergénicas 
divergen rápidamente en comparación con las secuencias codificantes y 2. Las 
secuencias reguladoras son generalmente cortas y a menudo, tolerantes a algunas 
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variaciones de secuencia.  Asimismo, Rosa y Peter (2006) mencionan que si los 
motivos de unión al ADN están bien conservados, el resto de las secuencias 
divergen muy rápidamente. Esto significa que los homólogos funcionales 
probablemente podrían identificarse con bastante facilidad en las especies 
cercanas a Saccharomyces cerevisiae como en el caso de las secuencias cis.  
En consecuencia, se pueden considerar dos posibilidades: 1. El mismo conjunto de 
genes está corregido 2. Solo la función global de la red (como el control de la 
energía y la producción de metabolitos específicos) se conserva, pero se logra 
mediante la regulación de un conjunto modificado de genes. Asimismo, Rose y 
Peter, mencionan que las especies de levaduras viven en diferentes nichos 
ecológicos, pero sus genomas revelan muchas características conservadas. En 
esta investigación recomendamos investigar a nivel de poblaciones como las 
especies explotan, esta información genómica básica para adaptarse a su nuevo 
entorno. Se presupone que la evolución de la función puede ser adquirida por 
diferentes mecanismos, basados en grandes reordenamientos cromosómicos, 
ganancia o pérdida de genes o diferencias en la expresión de genes.  
 
Rose (2003) presenta la utilidad en el diseño de primers utilizando la estrategia 
“Consensus degenerate Hibrid Oligonucleotide Primer” CODEHOP para la 
identificación de genes codificantes en un determinado grupo de proteínas de 
genomas virales. Si bien el enfoque de Rose (2005) fue sobre la familia de los 
herpesvirus, otras familias de proteínas pueden ser fácilmente identificadas usando 
enfoques análogos, como es el caso de las levaduras.  Esta técnica se centra en la 
determinación de genes homólogos en la diversidad de familias de plantas 
superiores (Morant et al., 2002), y en la caracterización de los genomas virales 
(Rose et al., 2003). El objetivo en el presente fue diseñar cebadores degenerados 
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de los genes codificantes (cds) de las proteínas PRC1, fitoquelatina; ATM1, 
transportador de la membrana mitocondrial (familia de las proteínas ABC); ENA1, 
bomba de sodio del citosol; CYS4, (cystationeina beta sintetasa), ACE2, (factor de 
transcripción, activador de la CUP1) y GPH1 (glicógeno fosforilasa). En el anexo 
15, se describen los genes seleccionados para el diseño de los cebadores. Para su 
diseño se tomó como punto de partida la familia de proteína a la cual pertenecía 
cada gen codificante.  
 
Para el diseño de cebadores degenerados con una amplitud taxonómica; como es 
el caso de las levaduras. Lewis (2011), recomienda disminuir el número de bases 
degeneradas en el extremo 3”.  Nuestros cebadores degenerados, del presente 
estudio, fueron diseñadas con el siguiente número de bases degeneradas: para el 
cebador ATM1 su cebador líder posee 16 combinaciones y su cebador reverso 
posee también posee 12; para el cebador GPH1 su cebador líder posee 4 
combinaciones y su cebador reverso posee 4; para el cebador CYS4 su cebador 
líder posee 3 combinación y su cebador reverso posee 16; para el cebador ENA1 
su cebador libre posee 4 combinaciones y su cebador reverso posee 8; para el 
cebador PRC1 su cebador líder posee 8 combinaciones y su cebador reverso 12; 
para el cebador ACE2 su cebador líder posee 8 combinaciones y su cebador 
reverso 2. 
Asimismo, Lewis afirma, que no es prioridad el consenso de nucleótidos. El 
consenso debe partir del consenso de alineamiento de las secuencias de 
aminoácidos. La finalidad es que un cebador degenerado tenga la mayor 
especificidad posible en desventaja con las bases degeneradas que lo conforman, 
los cebadores degenerados pueden presentar hasta 64 combinaciones Rose, et al., 
2005.  
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Nuestros estudios muestran que los cebadores degenerados diseñados 
amplificaron genes codificantes como GPH1 y ACE2. Asimismo, amplificaron los 
cebadores diseñados de forma convencional como el gen codificante CUP1 y B-
ACT como control endógeno. En la levadura Saccharomyces cerevisiae, Culotta et 
al., (1994), demostró que el gen CUPl está asociado a las metalotioneínas (MT) y 
también la existencia de un nuevo tipo de MT codificado por el gen CRS5.  En la 
publicación, demuestran que Saccharomyces cerevisiae posee una proteína 
adicional tipo MT, que es distinto a nivel estructural y genético del CUPl. Esta nueva 
proteína del tipo MT es codificado por el gen CRS5. Demostró que el gen CRS5 
confería niveles de resistencia muy altos frente al cobre. Además demuestran que 
el gen ACE1 es el factor de transcripción que regula la activación del gen CRS5 y 
del gen CUP1; genes que confieren resistencia frente a niveles altos de cobre en 
Saccharomyces cerevisiae. Según Culotta, las MT del gen CRS5 tienen secuencias 
aminoacídicas tipo cisteína. Estos aminoácidos sugieren una función de unión al 
metal. Esto explicaría, la propiedad de la MT de CRS5 para quelar y secuestrar los 
iones de cobre. A diferencia de CUP1, el gen CRS5 parece expresarse 
constitutivamente a un nivel basal y en presencia de cobre sus niveles de expresión 
aumentan.  
 
Buchman et al. 1989, demostraron la expresión del gen CUP2 es constitutivo y que 
se comporta como un factor de transcripción de unión a ADN. Asimismo, demostró 
que el gen CUP2 está regulado por la presencia o ausencia del Cu.  Gralla et al., 
1991, demuestra que el factor de transcripción Ace2 tiene un sitio de unión en la 
región promotora del gen superóxido dismutasa (SOD) de levadura Saccharomyces 
cerevisiae expuesta a cobre. Asimismo, esta región promotora muestra una fuerte 
homología con el sitio de unión del ACE1 en el promotor CUP. Esta región homologa 
esta conservada en siete residuos de la guanina y que es importante para la unión 
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de ACE1 en ambas secuencias promotoras de los genes SOD y CUP1. Sin 
embargo, Buchman hace hincapié en la diferencia que tienen ambas regiones 
promotoras. El nivel de respuesta frente al inductor (cobre) en el caso del promotor 
SOD es menor en comparación con la del promotor CUP1. En consecuencia la 
afinidad por el factor (los sitios de unión del promotor) de transcripción Ace2 es 
mayor en el caso del promotor CUP1 en comparación de la región promotora SOD. 
Gross et al., 2012, demostró la respuesta diferenciada de dos factores de 
transcripción Mac1 y Ace1 en Saccharomyces cerevisiae frente al cobre. 
Experimento con chips de microarrays para identificar un conjunto de genes en 
levaduras; estos genes deberían expresarse de forma diferenciada en condiciones 
de crecimiento celular en deficiencia (Mac1) o en exceso de cobre (Ace1).  
Mac1 media la activación de genes en condiciones de deficiencia de cobre. Los 
genes que activa son FRE1, FRE7, CTR1 y CTR3; codifican proteínas que tienen 
afinidad en la absorción del Cu. Además, hay genes que son regulados de forma 
negativa. ZRT1 y ZRT2. Estos dos genes son transportadores de Zinc (Zn) y están 
regulados de forma negativa en células que abunda el Zn. Por otro lado, en 
presencia de altas concentraciones de cobre el factor de transcripción Ace1 
estimula la expresión de CUP1. Los genes objetivos conocidos del Ace1 son tres: 
incluyen los dos genes de metalotioneína CUP1 y CRS5, y la SOD1 superóxido 
dismutasa. Asimismo, Gross reporta que se activaron los genes FET3 y FTR1 en 
presencia del cobre. Estos genes codifican proteínas que absorben el hierro. Estos 
genes son activados por el factor transcripcional Aft1. Una explicación seria que el 
cobre es importante para la absorción de Fe. Porque cumple su rol como cofactor 
de Fet3. Todas estas investigaciones demuestran la asociación de factores de 
transcripción y genes codificantes que se expresan en respuesta a los metales. 
Estos cebadores pueden ayudarnos a entender cuál es la respuesta frente a 
diferentes condiciones de metales en levaduras. No solo en Saccharomyces 
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cerevisiae. Nuestras levaduras nativas acidófilas, fueron aisladas de los cuerpos de 
agua contaminada por metales pesados en zonas Altoandinas. 
 
Nuestros estudios muestran que los cebadores degenerados diseñados 
amplificaron genes codificantes GPH1, según Wohler et al., (2001). El gen GPH1, 
que codifica la glucógeno fosforilasa, responde al metabolismo del glucógeno. A su 
vez, este metabolismo responde a factores estresantes ambientales, como la 
limitación de nutrientes y choque térmico. Asimismo elementos trazas (como los 
metales pesados) del ambiente, como limitantes o como excedentes generan una 
respuesta en las levaduras. La respuesta fue 30 veces mayor cuando se evalúa a 
la levadura Saccharomyces cerevisiae en fase estacionaria. 
 
Así mismo algunos cebadores degenerados no amplificaron para los genes 
codificantes: PCR1, AMT1, ENA1, CYS4. Según New Ingland Biolabs (2018), hay 
muchos factores que pueden influir en que el cebador, no amplifique mediante la 
PCR un marcador a partir de una muestra de ADN, en el cual pueda estar presente 
dicho marcador. Debe evaluarse todos los parámetros que propone la guía. Variar 
el número de ciclos de la PCR, menor tiempo de extensión, aumentar las 
concentraciones de Mg en el rango 0.2 – 1 mM, evaluar la temperatura de 
emparejamiento, repetir la reacción usando reactivos nuevos, realizar pruebas con 
gradiente de temperatura en 5 grados menor a la temperatura de emparejamiento 
teórica, aumentar las concentraciones de cebadores 0.05 – 1 µM.  Una vez 
considerados todos estos parámetros se podrá afirmar la validez de grupo de 
cebadores que no amplificaron. 
Para validar estos cebadores como marcadores de contaminación ambiental por 
metales pesados se propone la siguiente metodología (Figura 49). Es necesario 
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realizar investigaciones futuras orientadas a la validación en campo. Realizar 
RNAseq de aquellos genes codificantes y evaluar el comportamiento del ARN total 
y sus productos del ARNm. Para tener un mayor conocimiento del metabolismo de 
las levaduras frente a la exposición a metales pesados. Finalmente, desarrollar una 
matriz, en la cual, se inmovilizará pequeñas porciones de ácidos nucleicos capaces 
de realizar una respuesta cuantitativa y cualitativa en respuesta a los ácidos 
nucleicos presentes en el agua evaluada (calidad del agua). Con el objetivo de 
emitir un diagnostico real con respecto al cuerpo de agua analizada. 
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7 CONCLUSIONES 
 
 
• Es factible amplificar genes codificantes de expresión a metales con los 
cebadores diseñados mediante la estrategia CODEHOP. En nuestro estudio los 
cebadores diseñados fueron capaces de amplificar los genes ACE2 y GPH1.  
 
• Los cebadores diseñados por la estrategia CODEHOP, es uno de los primeros 
reportes en nuestro país que van a contribuir en la información y conocimiento de 
las familias de proteínas de diversas especies de levaduras extremófilas presentes 
en cuerpos de agua Altoandinos contaminados con relaves mineros. 
 
• Nuestros estudios de la concentración letal media (CL50) de cromo (Cr), cadmio 
(Cd) y cobre (Cu) y la cinética de crecimiento en la levadura Rhodotorula 
mucilaginosa aislados de la relavera Yanamate impactados con relaves mineros. 
Nos permitió determinar, la concentración y el tiempo de enfrentamiento de las 
levaduras a los metales pesados y estudiar un modelo de expresión de genes en 
condiciones de estrés en el presente estudio. 
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8 RECOMENDACIONES 
 
 
• Se recomienda hacer estudios de metagenómica de las levaduras con sus 
marcadores poblacionales predominantes, por ejemplo el LSU. El 
aislamiento convencional, con medio de cultivo YPG, es insuficiente para 
conocer la diversidad de levaduras cultivables presentes en los cuerpos de 
aguas de la sierra central del Perú.  
 
• Se recomienda validar los cebadores en campo. Monitorear los cuerpos de 
agua de diversas lagunas impactadas y no impactadas por metales pesados 
y aplicar la tecnología de Next Generation Sequence (NGS) para la 
extracción de ARN total, RNA- seq.   
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10 ANEXOS 
 
Figura 30. Monitoreo Laguna Santa Catalina. Región Junín, Perú. 
 
 
Figura 31. Monitoreo de la relavera Yanamate. Región Cerro de Pasco, Perú. 
 
96 
 
Figura 32. Monitoreo Laguna Huacracocha. Región Cerro de Pasco, Perú. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33.  Monitoreo Laguna Milpo. Región Cerro de Pasco, Perú. 
 
97 
 
Figura 34: Estaciones del monitoreo de lagos y lagunas de la sierra central del Perú 
- proyecto FINCYT 2014. 
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Figura 35. Tinción Gram de la levadura 2LJJ1. Rhodotorula mucilaginosa 
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Diseño de chips microoarrays  a partir de aquellos con mayor 
expresión diferencial 
PCR-tiempo real validación en 
laboratorio in vitro 
Validación en campo (pruebas in situ) 
RNAseq de los cuerpos de agua 
monitoreados 
Evaluación de la expresión diferencial de los cebadores 
diseñados sobre el ARN total 
Determinación de los parámetros fisicoquímicos 
óptimos  
Alineamiento de las secuencias aminoacídicas y 
nucleotidicas. Determinación de las regiones 
consenso 
Selección de las regiones con mayor homología  
Determinación de la concentración letal media 
frente a un metal pesado 
Extracción de acidoribonucleico 
(ARN) en estado de mayor 
actividad metabólica y en 
exposición a la concentración 
letal media (cl50) frente a 
metales pesados 
SINTESIS DE CEBADORES 
Validación de los cebadores diseñados. Prueba de 
PCR a partir de los cebadores diseñados. 
Extracción de 
acidodexosirribunuclei
co (ADN) 
Referencias bibliográficas, genes que intervienen 
en los diferentes mecanismos de resistencia a 
metales pesados 
National Center of Biotechnology Information 
(NCBI) 
Delimitación de los posibles microorganismos 
acidófilos 
Delimitación de las regiones codificantes (cds) de 
los genes de interés  
Monitoreo en campo de lagos y lagunas 
afectadas por metales pesados  
Aislamiento de los microorganismos acidófilos 
resistente a metales pesados 
Selección de los microorganismos acidófilos 
resistentes a metales pesados. Determinación 
de la concentración mínima inhibitoria (CMI) 
Cinética de crecimiento en ausencia de metales 
pesados 
DISEÑO MARCADORES MOLECULARES DE METALES 
PESADOS EN CUERPOS DE AGUAS CONTINENTALES 
Figura 49. Flujograma de trabajo para el diseño de marcadores moleculares de metales pesados 
en cuerpos de aguas continentales. 
